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Tiivistelmd - Sammandrag

Keksintd kohdistuu menetelmiddn fysio-
logisesti aktiivisen, sydpdi torjuvan
aineen valmistamiseksi. Tissi menetelmissd:
nisdkkddn vatsaonteloon siirretdin sydpdsoluja;
- mainittuun vatsaonteloon laitetaan

sy6pdd torjuvaa ainetta;

- nisdkkddlle, johon on siirretty
sydpdsoluja, annetaan suonen sisdisesti
normaalista, saman lajin nisdkk&ddsta
saatuja pernasoluja;

- mainittuun vatsaonteloon piddttynyt
vesivatsaneste otetaan talteen ennalta
mddrdtyn pituisen ajanjakson kuluttua;
ja

- tdstd vesivatsanesteestd saatu
supernatanttineste fraktioidaan Cohn:in
fraktioinnilla 5. Cohn:in fraktion
eristdmiseksi mainitusta supernatant-

tinesteesti.

Patent Abstracts of Japan,

A 90892 (C 07G 7/00, Asahi Kasei Kogyo

vol. 9, nro 196,

Uppfinningen avser ett fdrfarande f&r
framstdallning av en fysiologiskt aktiv
substans med cancerférhindrande verkan
I detta fdérfarande:

- transplanteras cancerceller till mag-
hdlan hos ett diggdjur;

- administreras ett cancermotverkande
medel i maghdlan;

- administreras mjdltceller extraherade
frdn ett normalt diggdjur av samma typ
intravendst i venen pd det diggdjur,
till vilket cancercellerna transplan-
terats;

- uppsamlas den i maghdlan uppsamlade
magvdtskan efter en f&rutbestimd tids-
period; och

- fraktioneras supernatanten av denna
magvdtska medelst Cohns fraktionering
f6r isolering av fraktionen Cohn V av
ndmnda supernatant.
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Menetelmd Cohnin V:n fraktion kidsittdvidn koostumuksen valmis-
tamiseksi - Forfarande f6r framstdllning av en komposition
innefattande Cohn’s V fraktion

Keksintd kohdistuu menetelmddn Cohnin V:n fraktion kdsitt&van
koostumuksen valmistamiseksi. Tdlla koostumuksella on sydpaid

torjuvaa vaikutusta.

Japanilaisessa julkaistussa patenttijulkaisussa 57-140726 ku-
vataan fysiologisesti aktiivisen aineen, jolla on sydpdd tor-
juvaa vaikutusta, puhdistusmenetelmd. Tamdn menetelmdn yhten-
veto on seuraavanlainen. Fysiologisesti aktiivista proteiini-
materiaalia, jolla on sydpdd torjuvaa vaikutusta, indusoidaan
antamalla nisdkkddlle yhdenlaista tai useampaa kuin kahden-
laista ainetta, jolla on retikuloendoteelijdrjestelmdd akti-
voivaa vaikutusta, mitd seuraa gram-negatiivisista bakteereis
ta perdisin olevan endotoksiinin injektoiminen. Titen saatu
fysiologisesti aktiivisen aineen raakaliuos (tai sellaisen
fysiologisesti aktiivisen, sydpdd torjuvan proteiinimateriaa-
lin raakaliuos, joka proteiinimateriaali on indusoitu lis&a-
mdlla gram-negatiivisista bakteereista perdisin olevaa endo-
toksiinia nisdkkddn aktivoituja makrofageja sisdltavaidn kudos
viljelyalustaan) adsorboidaan emdksiseen ioninvaihtohartsiin,
eluoitunut liuos geelisuodatetaan sen materiaalin, jonka mole
kyylipaino on 30-70 K, ottamiseksi talteen, minkd jalkeen ma-
teriaalia kdsitellddn edelleen tarvittaessa affiniteettikro-
matografisesti kdyttden tuotetta Sieber chromic blue-F3G-A
edelld mainittua, fysiologisesti aktiivista proteiinimateriaa
lia sisdltdavan fraktion saamiseksi, jolloin saadaan puhdistet
tua, fysiologisesti aktiivista proteiinimateriaalia, jolla on

sybdpaa torjuvaa vaikutusta.

Sybvan hoitamiseen on kidytettdvissd kahteen luokkaan kuuluvia
sybpdd torjuvia aineita. Yhden luokan muodostavat niin kutsu-
tut "kemoterapeuttiset aineet", jotka tuhoavat sy6pdsoluja

’
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suoran kosketuksen seurauksena sy0pdd sairastavassa organis-
missa, ja toisen luokan muodostavat niin kutsutut "immuuni-
adoptoivat terapeuttiset aineet", jotka vahvistavat ja elvyt-
tdvat syodpdsolujen (tai sydpdkudoksen) lisddntymisen seurauk-
sena heikentyneen, sy0pdd sairastavan organismin biologista

torjuntamekanismia.

Kemoterapeuttisella aineella voi olla haitallisia sivuvaiku-
tuksia. Se voi esimerkiksi vahingoittaa normaaleja soluja syd-
pidsoluja vastaan tarkoitetulla sytotoksisella vaikutuksellaan,
ja sen annokset on pidettdvd pienind, mikd voi aiheuttaa te-
hottomuutta sy®pdsoluja vastaan niiden sijainnista riippuen,
tai minkd seurauksena sydpdsolut voivat kehittda vastustusky-

kyd nditd aineita vastaan.

Naiden ongelmien ratkaisemiseksi alalla on yritetty siirtda
sy®pdd torjuva aine primddrin kohdan osaan suurena pitoisuu-
tena. Alalla on esimerkiksi kokeiltu monoklonaaliseen vasta-
aineeseen konjugoitua sydpdd torjuvaa ainetta, joka vaikuttaa

sydvan tahdn osaan.

Toisaalta immunologista hoitavaa ainetta ("immuuniadoptoiva
terapeuttinen aine") kdytettdessa tavoitteena on ollut kas-
vainta torjuvan vaikutuksen aikaansaaminen sytokiinilla kuten
esimerkiksi lymfokiinilla tai monokiinilla, joka on indusoitu
aktivoimalla sydvdn inaktivoimaa tai inhiboimaa immuunijarjes-

telmad.

Nain ollen immunologisella hoitavalla aineella on harvoin nor-
maaleihin soluihin kohdistuvaa haitallista vaikutusta sitd
pitkdaikaisesti annettaessa. Koska tdmd aine ei vaikuta suo-
raan sydpdsoluihin (eikd sydpdkudokseen), niin sen haittana on

vdlittémdn tehokkuuden puuttuminen.

Oheisen keksinndén puitteissa on tutkittu laajasti sellaisen
fysiologisesti aktiivisen aineen immuuniaktivoivaa vaikutusta,

jota ainetta muodostui nisdkkddn vesivatsassa (ascites) syoOpa-
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solujen istuttamisen jdlkeen. Keksinndssd on saatu aikaan so-
piva tekniikka fysiologisesti aktiivisen, sy®pdd torjuvan ai-
neen tuottamiseksi sydpdd sairastavan organismin vesivatsasta.

Nain ollen keksinndn mukaisesti on aikaansaatu menetelmi
Cohnin V:n fraktion kdsittdvan koostumuksen valmistamiseksi,
jossa menetelmdssad sydpdpotilaan, jonka tila on kohentunut im-
muunitarkkailuhoidon seurauksena, vatsaontelosta otetaan tal-
teen vesivatsanestettd, jolle menetelmdlle on tunnusomaista,
ettd mainitusta talteenotetusta vesivatsanesteestd saatu su-
pernatanttineste fraktioidaan Cohnin fraktioinnilla Cohnin V:n

fraktion eristdmiseksi supernatanttinesteestd.

Keksinndéssd saadaan aikaan fysiologisesti aktiivisen, sydpdd
torjuvan aineen eristdminen uuttamalla V:std Cohnin fraktios-
ta, joka on perdisin immuunitarkkailuhoidolla kunnostetun syd-
pdpotilaan vatsaontelosta saadun vesivatsanesteen supernatan-

teista.

Todettiin, etta sydpdpotilaan, jolle annettiin etukdteen syd-
pda torjuvaa ainetta ja sitten annos oheisen keksinnén mukai-
sesti saatua, biologisesti aktiivista ainetta sisdltdvad frak-
tiota, ilmeinen elinaika piteni td114 tavalla kisittelemdttd-
miin syb6pdpotilaisiin verrattuna, mitattuna madrittdmilla
elinaikaa merkittdvdsti pidentdvdn kemoterapian tarve. Tami
tulos paljasti fysiologisesti aktiivisen aineen, jolla on sy6-
paa merkittavasti torjuvaa vaikutusta, lasndolon edelld maini-

tussa fraktiossa.

Ndin ollen keksinndéssd saadaan aikaan hyvin hyddyllinen aine,

jolla on sydpdd torjuvaa vaikutusta.

Seuraavat, kdytdnndén sovellutuksia kuvaavat esimerkit havain-
nollistavat keksintdd yksityiskohtaisesti, keksinndn rajoittu-

matta kuitenkaan ndihin esimerkkeihin.
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Fuviot 14 — 3D ovat oheisen keksinnon mukaisilla, fveiologi-
spsti aktiivisilla aineilla saatuila eloonjaantikavria seka
vertailurvhmien kayria, Jotka havainnollistavat keksinnon mu-—
kaisen, biologisesti aktiivisen aineen kasvainta toriuvia vai-

kutuksia.

Esimerkkil 1

1. Syodp3soluia sisaltavan vesivatsan valmistaminen

Spluden lisaamiseksi hiiren rintasyovan solulinijan soluja eli
MM4&—~soluia siirrettiin CEH/He-hiirien (B8 viikon ikaisia uros-—
puolisia hiirid) vatsaonteloon solumddran ollessa 1x10% — 10e
zgluashiiri. Eymmenen vuorokauvtta myohemmin hiirien vatsaonte-
loon pidattvnyt vesivatsaneste otettiin talteen Ja sentrifugoil-
tiin (800 rpm 10 minuutin ajan) MMéd-—solulien eristamiseksi.
Sitten MM4S-solubkasaumat suspendoitiin fysioclogiseen suola-—

liuwokseen punaisten verisolulden poistamicseksi sentrifugoimalla

nopeudella 800 yrpm 10 minuutin alzan kahteen tai kolmeen ker-
taan. Soclukasaumat su

ispendoitiin iilleen fysioclogliseen suola-—
ol

i 22105 spluasml. Edelia

r
—

utihey

O

0

liuvokeseen =1

-

o
ten, etta s
Fuavatrtu k3csittely tpteutettiin steriileissa olosuhiteissa Jjaissa

Jaadhdyttaen.

a
EALE/c—hiiren pernasolut kasiteltiin tavalliseen tapaan, el1
normaaliista BALEB/c—hiiresta (6 wviikon i1kainen woshiiri) ste-
riileissad olosuhteissa eristetty perma murskattiin valittomasti
ia upontettiin Hank:in liuvokseen, suodatettiin ruostumattoman
seulan lapi (200 mesh) halkaisiijaltaan &2 millimetrin petri-

mal 1aan vapaita solulda sisaltavan liucksen saamicseksi, 1oka

liups pestiin sitten Hank:in liuvoksella ja sentrifugoitiin.

Sitten liups, Joka sisalsi 0.BZ-prosenttista ammoniumbloridia

NHaCl Jda 0,17 molaarista Tris—HCl-puskuria suhteessa 9:1 (pH

7,465, steriloitiin suodattamalla. Fernascluien kasaumaan li-

in
bl
4
i+
-
ot
|

1G~kertainen maara mainittua puskuriliuvosta. MNopean
sekorttamisen 1alkeen tamad seoz senitrifugoitiin nopeudella

1000 rpm 10 minuutin ajan alhaisessa lampotilassa, Ja taman

akbi dmM b e
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alkeen jalielle Jdanyt, punaisten verisoluien pigmentti pois—
ettiin pesemallad kolme kertaa fvsiologisella suolaliuocksella
ernasolupreparaatin saamiseksi, Jjota preparaattia kaytettiin
fysiologiseen suclaliuokseen suspendoituna 4 °C:n lampotilassa

15 tunnin aikana.

3. Fysioclogisesti aktiivisen aineen valmistaminen

Fohdassa 1 kuvatulls tavalla saatuja MM4béb-soluia siirrettiin
8 viikon ikaisten C3H/He-hiirien vatsaonteloon (Zx1i0% soluas-
hiiri), 1a sitten kolmen vuorokauden kuluttua vatsaonteloon
laitettiin sydp&&a toriuvana aineena tuotetta "Aclacinon® {yh-—
tidn Yamancuchi Fharmaceutical Co. valmistama aklarbisiini-—

iosta kavitetddn seuraavassa lvhennettd "ACR™)

T
o
-
a
ot
[
3
-
L
™
Lo

mazrana I mgikgl. Eun solulien siirtamisestid oli kulunut 4-6
vuorokautta, edelld kohdassa 2 valmistettuija BALB/c-hiiren
permascluia annettiin edelld mainittuden C3H/He-hiirten hanta-
laskimoon m3drand 1 x 10 spluashiiri. Kun siirtamisestd oli
Eulunut 21-25 vuorokautts, C3H/He-hiirten vatsaonteloon pidat-—
tynyt vesivatsaneste otettiin talteen {verta sicaltdvia vesi-—
vatsanesteita ei kayietty seuwraavissa kokeissal). Seuraavassa
valhegessa mainitun vesivatsanesteen sicsi3ltamat soluidannodksst,
Futen MM4&-solut ja hiiren verisolut, poistettiin sentrifugoi-
malla nopeudella 10000 ypm 20 minuutin ajan., supernatanttineste
pakastebuivattiin ja vakevditiin, ja tami tiivicste jaettiin
traktioiksi Cohn:in frakticinnilia {(fraktiointi orgaanisella
liunttimellal, Jollocin sastiin 5. fraktio.

Kasvainta toriuva koe

Seuraavat kokeet toteutettiin edelld kuvatulla menetelmilla
saadun 3. Cohn:in fraktion (Jjota kutsutaan seuraavassa "vesi-—
vatsan Johdannaiseksi") kasvainta toriuvan vaikutuksen selvit—

tamiseksi.

Foemenetel miat
Edella kuvatulla menetelmilld valmistettiin kolmentvyppisia

vesivatsan ldchdannaisia Jja kaksi erilaista vesivatsan dohdan—

\_I
naista valmistettiin vertailunavytteiksi (taulukbko 1).
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Vecsivatsan Jiohdamnainen, Jjota taulukossa 1| merkitaan naytteena
i, on vertailu, Joka saatiin kasittelem3lld edella kuvatun
menetelmin = mukaisesti sellaista vesivatsanestetta, Jjoka oli
caatu CIH/He-hiirten vatsaonteloista 21. vuorokautena MM46—
soluien siirtamisen jadlkeen ilman, ettd hiirille oltaisiin

annettu tuotetta ACR tai pernasocluia.

Huomautettakoon, ettd hiirissa, Jjoihin oli siirretty vain MM46—
spluja, vesivatsan neste pysyi vatsaontelossa, Ja suurin osa
naistad hiirista kuoli (padadasiassa seerumin veslvatsaisuuteen)
suunnilleen 18. tai 19. vuorockautena, Jjoten vesivatsan nestetta

caatiin talteen wvain muutamastz hiiresta.

Taulukko 1

Vesivatsan Jdohdannaisten valmistaminen

Mayit— vesivatsa vesivatsa otettu hiirten lkm.,
teen otettu hiirista, Jotka jolsta vesi— s=aanto
fumero  vuarokantena oli k&@sitelty vatsa otettiin (mg)
i 21. wrk vain MMéd-soluilla 4 879
2 21. wrk MM4bsb—scluilla 3a (3 vrik:n 2 1671

buluttuay ACR:I11a

3 21. vrk MM4b—soluilia, (3 vwrk:n 11 17596
buluttua) ACR:11la ia
(4 vrk:n kuluttua)
pernasoluilla

4 21. wvrk MMdb-soluilla, (3 wvri:n = 1620
buluttuary ACR:11& 3a
(& vrk:in kuluttua)
pernasoluilla

Ln
rJ
—

vk MM4&—spluilla, (2 vrk:n 4 522
kuluttua) ACR:11& Ja
{(& vrk:n kEuluttua)
pernasoluilla

Vesivatsan Jiochdannainen, iota taulukossa 1 merkitidadn naytteena
Z?, on vertailu, Jjoka saatiin kasittelemdlla edella kuvatun
menetelmin 3 mukaisesti sellaista vesivatsanestettid, Joka oli

aatu C3IH/He—-hiirten vatsaonteloista 21. vuorokautena MH46-—

n

soluiern siirtamisen 3alkeen, Joille hiirille oli annettu tuo-
tetta ACR (3 mg/ig) = vuorokauden kuluttua MM46-soluwien siir—

Sk odrm b e
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tamisen Jjalkeen.

Maytteet %, 4 1a 5 ovat vesivatsan Johdannaisia, jotka on frak-
tioitu edella olevassa esimerkissa kuvatulla tavalla =siten,
etta kunkin naytteen tapauksessa eripituisen ajaniakson annet-

tiin kulua MM4é-soluijen siirtadmisen Jdlkeen ennen pernasoluien

antamista (4—-6 vrk) tai vesivatsan ottamista talteen (ZF1-25 wrk).

Vecivatsasta saadut nivtteet 3, 4 1a 5 ovat variltain keller—
tavia, Ja runsaasti MMd4-sbluda =isidltivin liuoksen sameus oli
vahaisempai kuin naytteissa 1 jda 2 (mikdli hiiristid talteen-

otettu vesivatsaneste sisalsi hemoglobiinia, sitd ei kaytetty

Cobhrnzin frabtiointiing.

Seuraavassa valheessa edelld kuvatun menetelmin 1 mukaisesti
vaimistettuia MM4bé—spluia siirrettiin (22109 spluashiiri) koe-—
ryhm:in kugluvien, B viikon ikaisten urospuclisten C3H/He—-hii-—
rien vatsaonteloon ja sitten niiden vatsaonteloihin annettiin

seuraavana paivana tuotetta ACR (10 ma/kgl, vastaavasti.

Edelieen, seuraavana pdivand vesivatsan Jichdannaisia, eli
naytterta 1-5, annettiin vastaavasti (12,5 mg/kg) Jdatkuvasti
12 vuorokauden aian kuclemantapausten toteamiseksi seuraavien

45 vuorokauden aibkana. Tulokset esitetidin taulukossa 7 {(1-1,

o
|

i—1, I-kJ.

Sama toimenpide suoritettiin vertailuna niille hiirille, ioille
2i oltu annettu tuotetta ACR, sekd hiirille, joille oli annettu
kaupallisesti saatavaa albumiinia (Sigma Co., Ltd, eranumero
ASF-9339) (1£,5 mg/kag) hiiren vesivatsan johdannaisen siiasta

ACK:n antamisen 3jalkeen.

Foetulokset maaritettiin sydvdn hoidossa tavanomaisten tehok-
kuusmasritysten mukaisesti elossapysymisajan mediaanin (iosta
kavtetaan seuraavassa lyhennettada "MST") tai elinvuorckausien
kEeskimaaraisen lukumaariasuhteen (T/C %) ja elinvuorokausien
keskimaaraisen lukumaarin sekd mediasanihiiren (5. kuolleen

hiivren? elinvuorckausien lukumddrian maarittamicsekei.
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Foetulokset (taulukko 2)

Vertailuryhm&in (1-a) kuuluvien hiirien tapauksessa, ioihin
niiriin oli siirretty vain FMMdé—soluia, vesivatsanestetta to-—
dettiin keraantyvan vatsaonteloon nopeasti noin 10. vuorokau—
desta lahtien, Ja hiiret alkoivat kuolla noin 19. vuorokautena
soluden siirtamisen ja&lkeen. Kaikki hiiret olivat kuolleet 22.

vuorokautena.

Yertailuryhmaan (1-b tai 1-c) kuuluvien hiirien, ijoille vesi-
vatsan Jochdannaisia (nayte 3 tai 5) annettiin Jatkuvasti 10
vuorokautta MMdd—-soluien siirtamisen J3lkeen tuotetta ACR anta-—
matta, elinvucrokausien lukumd3iri ei ollut merkittiviasti eri-
lainen kuin edeild mainittuun kasittelemdttomddn rvhmaan kuu-
luvien hiilrien tapauksessa, eli noin Z1 vuorokautta, doten

naissa tapauksissa ei todettu kasvainta merkittavasti tor juvaa

vailkutusta.

Elinaikaa pidentivaid vaikutusta ei siis todettu pelkilld ohei-
sen esimerkin mukaisilla vesivatsan Johdannaisilla MMd4d—soluia

kasittavissa hiirissa.

Vertailurvhmien (1-d ia 1-g) hiiret., Joihin oli siirretty MM4&—
v spluzia Ja deille oli annettu ACR-tuotetta seuraavana paivana,
mutta Joille ei oltu annettu vesivatsan Jjohdannaisia., pysyivat
elossa monta vuorokautta kavemmin kuin edelld mainittuihin
vertailurvhmiin {(i-b Ja 1-c) kuuluvat hiiret, joille cli annet-—

tu vesivatsan Jdohdannaisia muttei tuotetta ACR, Ja kaikki ryh-—

..
o
.-

mien (l1-d 3a 1—g) olivat kuolleet 2%. vuorckautena.

Fulloinkin vksi hiiri j3i eloon vertailuryhmasta {1—-e), Jdochon
kuuluville hiirille annettiin vesivatsan ichdannaisena navtetta
i 1atkuvasti 10 vuorokauden ajan MM4b6-solujen siirtamisen j&l-—
R keen ja tuotetta ACR seuraavana paivanid. vertailuryhmasta (1-
cens ). dJohon kuuluville hiirille annettiin vesivatszan Jiohdannai-—
 :”3 sena naytetta & jatkuvasti 10 vuorokauden ajan, seka vertailu-
ryvhmasta (1-hi, dchon kuuluviile eldimille annettiin Laupalli-

e sesti saatavaa ihmisen seerumin albumiinia Jjatkuvasti 19 vuoro-

- Haucgen alian. Naiden tulosten perusteella naytteellid 1 ei to-
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dettu missian tapauksessa elinaikaa pidentavaa vaikutusta.

10

Ryhmiin (1-1i, i-3, 1-k} kuuluvat hiiret, Joille annettiin tuo-
tetta ACR ja vesivatsan iJohdannaisia (navtteet 3, 4 Ja 39),
pysylvat elossa vuorokausia, elooniidamisasteen ollessa suuri
vielda 45 vuorokauden jalkeen. Navytteiden 3, 4 ia S aiheuttamat

pidentyneet elinajat eivat eronneet merkittavasti toisistaan.

Edelld kuvattuibin kokelsiin liittyvat, tyypillisilla ryhmilla

saadut eloonjdadmiskayrat on esitetty kuvioissa 1A-1D.

Taman jalkeen valmistettiin naytteena 37, ia 37 = vesivatsan
johdannaiset samalla tavalla kuin navte 3, Ja nailla naytteilla
toteutettiin kokeet 2 ja 3 samalla tavalla kuin koe 1. Tulokset

on esitetty taulukossa 3.

Naissa kokelissa vertailuryhmiksi valittiin ryhma, Jjonka e=lai-

ilie annettiin fysiolocgista =suvolaliuosta Jatkuvasti 10 vuoro-

3

Lauden ajan samansuuruisena annoksena {(1oka kerran 0,1 mi/hii-
1) kuiln koenaytteirtad MMdbt—soluien siirtamisen jalkeen, ryhma,
Jjonka =ldimille annettiin tuotetta ACR MM4&—soluien siirtamisen
jalkeen, seka ryhmd, jolie amnettiin kaupallisesti:1 saatavaa
ihmisen seerumin albumiinia vesivatsan Johdannaisten siiasta

tatkuvasti 10 vuorokauden ajian.

# [ENNET NERE ]
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Hoetulokeset {(taulukko )

Vertailuryhmilla (2-b 3ia 3-~b), Joiden eldaimille annettiin tuo-
tetta ACR MM4é—soluien siirtamisen jalkeen, todettiin hieman
voimakkaampaa elinaikaa pidentavaa vailkutusta kuin vertailu-—
ryhmilia (2-a ja 3—-a), Joiden elaimille annettiin vain fysio-—
logista suolaliuvosta, mutta lopulta vain yksi hiiri 331 eloon
kustakin ryhmastid (2-b ja 3-b). Edelleen, vertailurvhmilla
{(2—a Jja 3I—a) ei todettu lainkaan elinaikaa pidentavaa vaiku-
tusta injektioneulan pistoarsykkeenad todettuna.
Vertailuryhmilla (2-c¢c ja 3-c), Joiden elaimille annettiin tuo-
tetta ACR Ja kaupallisesti saatavaa ihmisen seerumin albumiinia
MMdsb—solulden siirtamisen ialkeen, todettiin donkin verran voi-
makkaampaa elinaikaa pidentavaa vaikutusta kuin vertailurvh-
milla (Z—-b ia 3-b), mutta loppuien lopuksi eloon iai vain vksi

tal kaksi hiirta.

Toisaalta rvhmien {(2-d, Z-e, 3-d ia Z—-el, joiden elaimiile
annettiin tuotetta ACR ja edellia kuvatulila menetelmalla val-
mistettuia vesivatsan Jchdannaisia (navite 37, tai 372), tapauk-
sessa menshtyminen tapahtul mychemmin kuin muiden edella mai-
: o nittulien vertailurvhmien tapauksessa, koska eloonadaneiden
elainten lukumidra 45 vuorckauden kuluttua soluien siirtami-
o sesta oli suurempi, Jda nain ollen niiden elinaikaa pidentavat

vaikutukset oilivat hyvin huomattavat.

L] Fuvioissa & ja 3 on esitetty edellad mainituista 2. Jda 3. ko-—
e
keesta saadut elinajan pitenemiskayrat tyypillisten ryhmien
tapaunksessa.
Leue Naiden tulosten perusteella on ilmeista, etts cheisen esimerkin
A
.:1' mukaisella menetelmidllad valmistetuissa vesivatsan Johdannai-
“?f sigsa muodostuu sellaista fysiologisesti aktilvista ainetta,
creet 10l1la eon huomattavaa syopaa toriuvaa valkutusta.

o Esimerkki =2
‘:' Immuunitarkkailuhoitoa [niinkutsuttu Y"Sato:n hoito", doka on

o kuvattu tutkimusselostuksessa “Research Report, 197%: Research

PPy
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on Cancer Immune Surveillance Therapy™, idulkaisija Gan Men—

eki1 Shinkoh Zaidan (Cancer Immunity Fromotion Foundation),
Japani] sovellettiin sydpapotilaisiin ja vesivatsanestetta
otettiin potilaiden, Jjotka osoittivat paranamisen merkkeid,
vatsaonteloista. Taman Jjdlkeen soluljatteet poistettiin vesi-
vatsanesteesta sentrifugoimalla noudattaen edella kuvatun esi-—
merkin 1 mukaista menetelm&i, ja saatu supernatantti pakaste-—
kuivattiin Jja Cohn:in fraktiointi toteutettiin S. Cohn:in frak-

tion caamiseksi.

Seuraavat tapaukset I-111 osoittavat td3ssid 5. Cohn:in fraktios—

£a lasnaolevan fysiologisesti aktiivisen aineen (BRF) spesi-—

~

1sen kasvaimia torijuvan valkutuksen.

Tapaus 1
Sukupucnli: nainen

Ika: 44

U

#liini1set 1ldydékeset ia hoito:

1

arjestelmilliszsen vupumuksen perusteella

s,

{17 Fuumeen 1a
diagnostoitu A.T.L.A.-sairaudeksi

(2 Saatettu sairaalahoitoon ja tutkittu.

{53 Fotilaalle annettuy injiektoimalla tuotteita Aclarcinon

106 mg., Feplec 10 mg, MMC Z mg. Oncolin 1 mg., Predonin
20 mg {1} Z. vuorokautena, {(1i) 5. vuorokautena ia
(i11) %. vuorokautena tutkimuksen i3lkeen.

(4) Fotilaalle annettu infuusiona 1i. vuorokautena tis-—
lattua vettd 24 ml, LHoka sisadlsi 1,25 % esimerkissa

L}

zaatua BRF-—valmistetta.

-~
o

Fotilaan verenkuva sekd alla olevien kiasittelvyien
immuunivaste todettiin normaaliksi, ija potilas 1ahe-—
tettiin kotiin 77. vuorokautena BRF-hoidon jialkeen

tavsin parantuneena.
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Tapaus I1

Sukupuoli: nainen

Ika: =8

Salraus: VYasemman rinnan sy&vadstd iohtuva etiispesike keuh-
koilssa.

Anamneesi: 11 vuoden Jja 8 kuukauden kuluttua vasemmassa rinnas—

a2 esilntyvan svovan radikaalileikkauksen jialkeen molemmissa

n

keuhkoissa todettiin suurenevia etdispesidkkeita.

Seuraavana vuonna kummassakin keuhkossa todettiin nesteenpur-—

kautumista keuhkopussiin.

Mythemmin kummankin keuhkon alaosista lovdettiin kasvainvar ios—

Tumia 3a vesirintaisuutta.

Hoilto:

(i) Fotilas saatettu sairaalahoitoon.

{22 Fotilaalie annettiin 21. vuorokauden kuluttua suocnen
sisiaisesti Z4 ml injektoitavaa tislattua vettid, Joka
sisalsi 1,25 % esimerkissa 2 saatua BRF-valmistetta.

(3} HRF-valmisteen suonen sisiisen iniektoinnin 331 been

potilaassa todettiin edullista paranemizta, kuten

keuhkon kaventunut vario

]

tuma, parempi verenkuva Z

i

viikon kuluttua. normaalikei muuttunut CD4/CD3 seka

heikentynvt kasvaintunnistin.,
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Tutkimustulokset:

1. tutkimus-— 16 vrkatta 31 vrk:ztta 47 wvrk:stta

vuorokausi myghemmin myohemmin myohemmin
Funaiset 367 # 104 378 x 10° supnen sisaises— 430 x 109
verisolut ti injektoitiin
24 ml tislattua
Valkoiset 117 x 102 69 x 10= vetta, Joka 6F x 10=
verisolut sisalsi 1,25 %
BRP-valmistetta
CD4/7CDB 1.15 0,99 1.2
CEA 2.0 1.9 (')’9
IAP R RAS 283
Ca 159-9% 2EO0 00 21
CA 125 410 310 290
Tapaus IT11
Sukupuolii: mies

. Ylakurkun syovasta johtuva etaispesake keuhkoissa

. oikeanpucieinen svipainen keuhkopussintulehdus

. @tii1spesakkeltd oikeassa reidessa 1a maksassa.

Tausta ia kliinicset lovdokset sairaalaan tuotaessa:

Y1akurikun svop& leikattiin, mitd seurasi radicaktiivinen hoito.

¥ahden wvuoden Jia kahden kuukauden kuluttua potilaan vskosnavte
tutkittiin, 1a oikeasta keuhkosta ldvdettiin onkalomainen var-
jostuma. Tama osoitti syovan levinneen hkeuhkoon.

Fahdeksan kuukautta myochemmin etaispesake loydettiin oikeasta

reidesta luun tuiketutkimuksella ja rinnan varjostuma oli laa-

Jentunut.

Fuukautta mychemmin potilas sail yskan ja karsi yskdksista seka

pikeasta rinnasta oikeaan olkapidhan ulottuvista kivuista.

IERTUERER
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Kinnan rontgenkuva palijasti hajallisen varjostuman oikeassa
keuhkossa Ja oikean rinnan réntgenkuvassa nakyi luuvhaicama,

-3

donka halkaisilia on 2 cm.

Hoitos

(1) Fotilas saatettu sairaalahoitoon.

(21 12 vuorockautta ensimmdisen tutkimuksen iidlkeen poti-
laalle annettiin suonen sisaicsesti iniektoimalla 24
ml injektoitavaa tislattua vetta, bdoka sisilsi 1,25 %
esimerkissa 2 saatua BRF-valmistetta.

(3] 62 vuorokautta ensimmidisen tutkimuksen iilkeen poti-—
laan vatsaonteloon injektoitiin 24 ml iniektpoitavaa
tislattua vetta, Joka sisidlsi 1,75 % esimerkin 2
mubkaisesti saatua BRF-tuotetta.

(4} 33 vuorokautta ensimmdisen tutkimubksen iidlkeen rinta-—

kipu alkecl vahitellen lieventva ia hengittiaminen
helpottul. MNama vaivat katosivat 117 vuorokauden

Euluessa.,
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd Cohnin V:n fraktion kdsittdvan koostumuksen
valmistamiseksi, jossa menetelmdssd sydpdpotilaan, jonka tila
on kohentunut immuunitarkkailuhoidon seurauksena, vatsaonte-
losta otetaan talteen vesivatsanestettd, tunnettu siitd, ettd
mainitusta talteenotetusta vesivatsanesteestd saatu superna-
tanttineste fraktioidaan Cohnin fraktioinnilla Cohnin V:n

fraktion eristdmiseksi supernatanttinesteestdi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd mainitusta talteenotetusta vesivatsanesteestd saatu
supernatanttineste sentrifugoidaan solujdtteen poistamiseksi

ennen Cohnin fraktiointia.
Patentkrav

1. Forfarande fér framstdllning av en komposition innefat-
tande Cohn's V fraktion, i vilket forfarande askites uppsam-
las fran bukhdlan av en cancerpatient, vars tillstdnd f&r-
battrats till f£6l1jd av immundvervakningsterapi, kénnetecknat
av att supernatantvdtska erhdllen fran ndmnda uppsamlade
askites fraktioneras medelst Cohn'’s fraktionering for isole-
ring av Cohn’s V fraktion frdn supernatantvatskan.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av att
supernatantvdtskan erhdllen fran ndmnda uppsamlade askites

centrifugeras fdr avldgsnande av cellrester fdre Cohn’'s frak-

tionering.
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