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Regeni se tyk4 farmaceutickych prostfedkii a zpisobi

k inhibici nebo prevenci tvorby & aktivity thrombinu. Takové
farmaceutické prostfedky zahrnuji kombinaci (a) alespoit
jednoho heparinového oligosacharidového podilu a (b)
alespori jednoho dermatansulfatového oligosacharidového
podilu.
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Farmaceuticky prostfedek k inhibici nebo prevenci tvorby C¢i

aktivity thrombinu.

Oblast techniky

Vynalez se tykd obecné prostfedkd a zpusobl, slouzicich k

inhibici nebo prevenci tvorby ¢&i aktivity thrombinu.

Dosavadni stav techniky

Nadmérna tvorba thrombinu, kteréd je charakteristickd pro nemoce
zahrnujici infarkt, mozkovou mrtvici a trombozu hlubokych zil, mlze
ohrozovat zivot a vyzaduje Géinnou lé&bu. V soucasnosti existuji rizné
komeréni pripravky, které blokuji G¢inek thrombinu. Heparin, sulfatovany
polysacharid, pusobi jako protisrazlivé cCinidlo urychlenim inhibice
thrombinu a faktoru Xa prostfednictvim antithrombinu (AT) (J. Hirsh,
Eng. J. Med. 324, 1565-1574, 1991). Ackoliv se heparin Siroce pouziva K
lé&bé& akutnich koronarnich ischemickych priznakl, m& sva omezeni u
pacientl, ktefi prodélali perkutélni koronarni zakroky (J. J. Popma se
spoluautory, Chest 108, 486-501, 1995), nebo pokud je pouzivan jako
doplnék trombolytické 1é¢by (R. Collins se spoluautory, BMJ 313,
652-659, 1996. Tato omezeni vychézeji z neschopnosti komplexu
AT-heparin inaktivovat srazeci enzymy, které se navazuji na slozky
trombu, zvlasté vazbu thrombinu na fibrin (P. J. Hogg a C. M. Jackson,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 3619-3623, 1989; a J. |. Weitz se
spoluautory, J. Clin. Invest. 86, 385-391, 1990).

Dermatansulfat (DS), sulfatovany glukosaminoglykan, vykazujici
protitrombotickou aktivitu u laboratornich zvifat (D. Carrie se
spoluautory, Thromb. Haemost. 68, 637-641, 1992: S. E. Matthiason se
spoluautory, Haemostasis 25, 203-211, 1995; Y. Cadroy se spoluautory,
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Arteriosclerosis and Thrombosis 13, 1213-1217, 1993, F. Fernandez se
spoluautory, Br. J. Haematol. 64, 309-317, 1986), a u lidi (A. T. Cohen
se spoluautory, Thromb. Haemost. 72, 793-798, 1994; G. Agnelli se
spoluautory, Thromb. Haemost. 67, 203-208, 1992; P. Prandoni se
spoiuautory, Br. J. Surg. 79, 505-509, 1992 a V. DiCarlo se spoluautory,
Thromb. Haemost. 82, 30-34, 1999), pusobi jako protisrazlivé ¢inidlo
tim, ze katalyzuje pouze heparinovy kofaktor Il (HCIl). Vzhledem k tomu,
3e thrombin je vyluénym cilem HCIl v plazmé, poklada se dermatansulfat
-a selektivni inhibitor thrombinu (D. M. Tollefsen se spoluautory, J.
Biol. Chem. 258, 6713-6716, 1983). Ackoliv fibrin-navazujici thrombin je
pfed inaktivaci chranén komplexem heparin-HCIl (D. Becker se
spoluautory, J. Biol. Chem. 274, 6226-6233, 1999), nepfimé studie
provadéné v plasmatickych systemech naznaduji, ze fibrin-navazujici
thrombin je citlivy vaéi inaktivaci komplexem DS-HCII (P. Bendayan se
spoluautory,  Thromb. Haemost. 71. 576-580, 1994. Ovsem
dermatansulfat ma prakticka klinickd omezeni, vyplyvajici z jeho nizké

specifické biologické aktivity, kombinované s vysokou viskozitou.

Pridani dermatansulfatu do komeréné dostupného heparinu o
nizké molekulové hmotnosti (bud Enoxaparinu nebo Fragminu) mélo
ptidavny ucinek na inhibci thrombinu in vitro (B. Cosmi se spoluautory,
Thromb. Haemost. 70, 443-447, 1993). Ovsem testovana kombinace
neni klinicky vyuzitelna, nebot nepusobi vigi fibrin-navazujicimu

thrombinu a DS mé nizkou uginnost a §patnou rozpustnost. -

Podstata vynalezu

Jiz dfive bylo prokézano, ze kombinace oligosacharidového podilu
ziskaného z heparinu (zde rovnéz nazyvaného "heparinovy
oligosacharidovy podil") a oligosacharidového podilu ziskaného z
dermatansulfatu (zde rovnéz  nazyvaného "dermatansulfatovy

oligosacharidovy podil") poskytuje vyhodné inhibi¢ni U&inky jak
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vzhledem k thrombinu v tekuté fazi, tak i vzhledem k fibrin-navazujicimu
thrombinu. Vybrané kombinace heparinového oligosacharidového podilu
a dermatanového oligosacharidového podilu poskytly neoekavané vetsi
nez pridavné, to znamena synergické inhibi¢ni ucinky. Novym
konceptem tohoto vynélezu je kombinovat oligosacharidové frakce k
zajisténi maximalni protisrazlivé aktivity heparinu a dermatansulfatu,

aniz by doslo ke zvyseni rizika krvaceni.

Predpoklada se, ze kazdy oligosacharidovy podil v kombinacni
|6¢bé& inhibuje thrombin odli$nym mechanismem. Aniz by bylo zadouci
vazat se teoretickym mechanismem  plsobeni, heparinovy
oligosacharidovy podil muze inhibovat fibrin-navazujici thrombin stejné
jako thrombin tekuté faze aktivaci antithrombinu. Tato aktivace umozni
katalyzovani inaktivace faktoru Xa antithrombinem, ¢imz muze byt

inhibovana tvorba thrombinu.

Dermatansulfatovy  oligosacharidovy podil mudze inhibovat
fibrin-navazujici thrombin aktivaci HCIl. Ve svém aktivovaném
prostorovém uspoféadani (konformaci) se oblast aminového konce HCII
vaze na exogenni misto (exosite) |. Vzhledem k tomu, ze se thrombin
vaze na fibrin prostiednictvim exogenniho mista |, soutézi neboli
kompetuje aktivovany HCIl s fibrinem o navazani thrombinu a vytlacuje
thrombin z fibrinu. Takto vytladeny thrombin pak muze byt inaktivovan
prostfednictvim heparinu/HCII, dermatansulfatu/HCII nebo

heparinu/antithrombinu.

Kombinadni 1&é&by, které k dosazeni maximalni ucinnosti inhibuji
thrombin rdznymi mechanismy, budou zlepsSovat snasenlivost takove
l6&by a vysledkem bude sniZené riziko vedlejsich udinkd, které mohou
byt vyvolany vysokymi davkami a dlouhodobym pouzivanim [éCiv pfi
monoterapii. Kombinaéni |é¢ba podle tohoto vynalezu tedy umozni

pouziti nizdich davek kazdé slozky (napfiklad alespofi 5x az 10x nizsi
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davky, jak je uvedeno v Prikladu 2) a snizeni zapornych, toxickych
adinka kazdé slozky. Nizéi davkovani maze poskytnout zvyseneé rozpéti
bezpeénosti ve srovnani s bezpecnosti kazdé slozky, pokud je pouZita
jako jediné dinidlo. Kromé toho, pokud je vyhovujici jednotka
kombinovaného davkovani nabidnuta pacientovi, je obecné& znamo, ze
se zlep$ena vyhodnost odrazi ve zvySené ochoté pacienta, stejné jako
se snizi pravdépodobnost pacientova odmitnuti lecby, které je casto

spojeno s vicedetnymi davkovacimi formami medikace.

Siroce feceno, piedkladany vynalez se tyka kombinaéni lécby k
inhibici nebo prevenci tvorby thrombinu ¢i jeho aktivace u pacienta,
zahrnujici  podavéni u¢inného  mnozstvi  (a) alespon jednoho
heparinového oligosacharidového podilu; a (b) alespon jednoho
dermatansulfatového oligosacharidového podilu pacientovi. V jednom
aspektu tohoto vynalezu poskytuje kombinadni é¢ba synergickou
aktivitu. V jiném aspektu je poskytnut zpusob inhibice nebo prevence
tvorby &i aktivace thrombinu u pacienta, zahrnujici podavani pacientovi,
ktery to potfebuje, kombinace ucinnych mnozstvi (s vyhodou synergicky
uginnych mnozstvi) alespon jednoho heparinoveého oligosacharidového

podilu a alespon jednoho dermatansulfatového oligosacharidového

podilu.

"Wombinaéni 1&é&ba" nebo "podavani kombinace" znamena, Ze
aktivni pfisady jsou léCenému pacientovi podavany soubézné. Pri
podavani kombinace mlze byt kazda slozka podavéana ve stejnou dobu
nebo nasledné v jakémkoliv pofadi a v rlznych Casovych okamzicich.
Kazda slozka tedy mlze byt podavéna oddélené, ale v dostateéné
kratkém &asovém rozmezi pro poskytnuti pozadovaného ucinku (s
vyhodou synergického ucinku).

Predkladany vynalez rovnéz poskytuje prostredky zahrnujici

kombinaci (a) alespon jednoho heparinového oligosacharidového podilu;




(b) alespon jednoho dermatansulfatového oligosacharidového podiluy,
volitelné spolu s farmaceuticky pfijatelnym pomocnym éinidlem, nosi¢em
nebo nosnym prostiedim (vehikulem). Pfedkladany vynalez také
predpoklada farmaceuticky prostfedek v oddélenych zésobnicich a
uréeny pro soubézné nebo nésledné podavani, ktery obsahuje
heparinovy oligosacharidovy podil a dermatansulfatovy oligosacharidovy
podil, které mohou byt volitelné oba doplnény farmaceuticky prijatelnymi

pomocnymi latkami, nosi¢i nebo vehikuly.

V jiném ztélesnéni tento vynalez poskytuje farmaceuticky
prostfedek,  zahrnujici  jednotku  davkovani alesponn  jednoho
heparinového oligosacharidového podilu a jednotku davkovani
dermatansulfatového oligosacharidového podilu, volitelné spolu s

farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latkou, nosi¢em nebo vehikulem.

Vyse zminéné prostfedky také zahrnuji farmaceuticky pfijateiné
sole heparinového oligosacharidového podilu a dermatansulfatového
oligosacharidového podilu, jako sodné, draselné, amonné, horeénaté a

vapenaté sole.

Podle jednoho aspektu je poskytnut farmaceuticky prostiedek
obsahujici kombinaci (a) alespon jednoho heparinového
oligosacharidového podilu a (b) alespon jednoho dermatansulfatového
oligosacharidového podilu, schopnou vyvinout synergicky uéinek‘v
prevenci nebo inhibici tvorby ¢&i aktivity thrombinu. Takovy zpusob
rovnéz poskytuje farmaceutické prostfedky, obsahujici synergicky
aéinné  mnozstvi kombinace alespo  jednoho  heparinového
oligosacharinového podilu a alespon jednoho dermatansulfatoveho
oligosacharidového podilu, v farmaceuticky prijatelné pomocne latce,

nosi¢i nebo vehikulu.




V  upfednostiiovaném  ztélesnéni farmaceutické  prostredky
obsahuji heparinovy oligosacharidovy podil a dermatansulfatovy
oligosacharidovy podil v davkach, které jsou alespon 5x az 10x niz8i nez
davky kazdého podilu, vyzadované k prevenci nebo inhibici tvorby Ci

aktivity thrombinu u pacienta.

V jiném aspektu se tento vynélez tyka pouziti prostfedku
obsahujiciho  kombinaci  (a) alespon  jednoho heparinového
oligosacharinového podilu a (b) alespon jednoho dermatansulfatového
oligosacharidového podilu pro pfipravu léCiva K prevenci nebo inhibici
tvorby &i aktivity thrombinu. V jiném aspektu se tento vynalez tyké
pouziti synergicky ucinnych mnozstvi alespon jednoho heparinového
oligosacharinového podilu a alespon jednoho dermatansulfatoveho
oligosacharidového podilu k pfipravé farmaceutického prostfedku pro
inhibici nebo prevenci tvorby ¢i aktivity thrombinu u pacienta.

Vzhledem k tomu, ze se predkladany vyndalez tykéd zpUsobu lécby,
zahrnujiciho kombinaci aktivnich ¢inidel, ktera mohou byt podavana
oddélend, tyka se tento vynalez také kombinovani oddélenych

prostfedkl, obsahujicich aktivni Cinidla, ve formé sady.

Tento vynalez se také tyka oligosacharidového podilu podle
piedkladaného vynalezu a prostiedkl a [é¢by, jak jsou zde obecné

popsany, uzivajicich takove podily.

Vynalez rovnéz predpoklada pouziti prostfedkd podle tohoto
vynéalezu nebo kombinalni lecby podle tohoto vynalezu k prevenci
a/lnebo zlepseni prudkosti onemocnéni, pfiznakd onemocnéni a/nebo
opakujiciho se vyskytu recidivy onemocnéni, ktera jsou spojena s

nadbytkem tvorby nebo aktivity thrombinu.




Tyto a jiné aspekty, rysy a vyhody pfedkladaného vynalezu by
mély byt zfejmé odbornikovi v oboru z nasledujicich obrazkd a

podrobného popisu.

Pfehled obrazku na vykresech

Vynalez bude Iépe pochopitelny ve vztahu k vyobrazenim, kde:

Obr. 1 znazorfuje udinky rozpustného fibrinu (Fm) na konstanty
rychlosti druhého Fadu u inhibice thrombinu prostfednictvim HCII,
katalyzovanou dermatansulfatem (Obr. 1A) nebo heparinem (Obr. 1B).
Konstanty rychlosti druhého fadu pro dermatansulfatem nebo heparinem
katalyzovanou inhibici 10 nmol.I"" thrombinu pGsobenim 100 nmol.I"" HCII
v pfitomnosti ¢i v nepfitomnosti Fm byly stanoveny za podminek
pseudoprvniho fadu. Kazdy bod pfedstavuje pramér G&tyF stanoveni a

kolmé usedky vyjadiuji standardni chybu stanoventi.

Obr. 2 je grafem, znazorfujicim ucinek 4 pumol.I”t fibrinového
monomeru na inhibici thrombinu antithrombinem (AT) za pritomnosti
heparinovych oligosacharidovych podild o rostouci molekulové

hmotnosti, ziskanych za pouziti heparinazy.

Obr. 3 znazorfiuje Gdinek heparinu a dermatansulfatu na vazbu
thrombinu k fibrinu. Vazba thrombinu k chuchvalcim, srazeniné fibrinu
byla stanovena v pfitomnosti rostoucich koncentraci bud heparinu ()
nebo dermatansulfatu, DS (o). Kazdy bod pfedstavuje prameér dvou

méieni a kolmé usedéky predstavuji standardni chybu méfeni.

Obr. 4 je grafem, znazorfiujicim ucinek heparinu nebo
heparinazou ziskanych podild na vazbu thrombinu k chuchvalcim

fibrinu.




Obr. 5 je grafem, znazoriujicim vytlaceni thrombinu z fibrinu
ptsobenim HCII v pfitomnosti dermatansulfatu (DS) nebo standardniho
heparinu (SH).

Obr. 6A je grafem, znazorfiujicim ucinek kombinace heparinového
oligosacharidového podilu : dermatansulfatového oligosacharidového
podilu v poméru 5:1 ve srovnani se samotnym heparinovym
oligosacharidovym podilem na kumulativni prichodnost u modelu

prevence krali¢i arteriarni trombozy.

Obr. 6B je grafem, znézorfiujicim Ucinek kombinace heparinového
oligosacharidového podilu : dermatansulfatového oligosacharidového
podilu v poméru 5:1 ve srovnani se samotnym heparinovym
oligosacharidovym podilem na kumulativni krevni ztratu &i ubytek u

modelu kraliéi arteriarni trombozy.

Obr. 7 je grafem, znazorfiujicim srovnani uc¢inku heparinu, LMWH,
heparinového oligosacharidového podilu a hirudinu na priuchodnost

(Obr. 7A) a grafem, znazorfujici srovnani Géinkt na krevni ztratu
(Obr.7B)

Obr. 8 je grafem, znazornujicim ucinek heparinového
oligosacharidového  podilu na usazovani destiéek v  zilnich

transplantatech u modelu arteriarni trombozy pavianl. -

Obr. 9 je grafem, zndzorfiujicim ucinek dermatansulfatového
oligosacharidového  podilu na usazovani desticek v zilnich

transplantatech u modelu arteriarni trombdzy pavianu.

Obr. 10 je grafem, znéazorfujicim ucinek kombinace heparinového

oligosacharidového podilu a dermatansulfatového oligosacharidového




podilu na usazovani desticek Vv Zilnich transplantatech u modelu

arteriarni trombdzy pavianu.

Podrobny popis vynalezu

Heparinovy oligosacharidovy podil

"Oligosacharidovy podil ziskany z heparinu" nebo "heparinovy
oligosacharidovy podil" je smési oligosacharid(i ziskanych z heparinu,
charakterizovanych tim, Ze vykazuji protisrazlivou aktivitu in vitro
vzhledem Kk antithrombinu a k HCIIl. Takovy podil obsahuje heparinovée

tetézce, které jsou pfili§ kratké k provazani thrombinu a fibrinu, ale maji

dostateénou délku k provazani antithrombinu nebo HCII a thrombinu.

Podil mtize zahrnovat smés oligosacharid( ziskanych z heparinu,
charakterizovanych jednou, dvéma, tfemi, CtyFmi, péti, $esti, sedmi Ci

vice z nasledujicich charakteristik:

(a) maji protisrazlivou aktivitu in vitro, vzhledem k antithrombinu a
heparinovému kofaktoru Il (HCII);

(b) oligosacharidy jsou pfili§ kratke k provazani thrombinu a fibrinu,
ale maji dostate¢nou vzdalenost k provazani antithrombinu nebo
HCIl a thrombinu;

(c) maji alespoi 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 % nebo 40 %

oligosacharidd s alespon jednou nebo vice z pentasacharidovych

sekvenci;

(d) jsou obohaceny oligosacharidy, majicimi rozmezi molekulove
hmotnosti piiblizné od 6 000 do pfiblizné 12 000, od 6 000 do 11
000 nebo od 6 000 do 10 000;

(e) oligosacharidy maji molekulové hmotnosti maxima pfiblizné mezi

7 000 a 10 000, 7 500 az 9 700 nebo 8 000 az 9 000;




(f)
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alespoft 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 % nebo 55 % oligosacharidd
ma molekulovou hmotnost vét$i nebo rovnajici se 6 000;

alespon 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, nebo 40 % oligosacharidd

ma molekulovou hmotnost vét$i nebo rovnajici se 8 000;

vykazuji polydispersitu od 1,1 do 1,8 a zvlasté od 1,2 do 1,7; a

maji podobné aktivity antifaktoru Xa a antifaktoru lla a s vyhodou

maji pomér aktivity faktoru Xa a aktivity faktoru lla pfiblizné od 2:1
do 1:1.

Podle jednoho aspektu tohoto vynalezu ma podil pouzivany Vv
pfedkladaném vynalezu charakteristiky (a), (b), (c) a (d); (a), (b), (c) a
(e); (a), (b), (e) a (f); (a), (b), (&) a (a); (a), (b), (e), (), (g), (h) a (i); (b),
(), (e) a (g); (b), (d), (), (h) a (i); (b), (c), (d) a (h); (b), (e), (h) a (i); (b).
(e), (f), (h) a (i); (b), (&), (@), (h) a (i); nebo (a) az (i).

"Obohaceny oligosacharidy" znamené, ze podil obsahuje alespon
20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 % nebo 50 % oligosacharidi v

rozmezi stanovené nebo vymezené molekulové hmotnosti.

"Pentasacharidova sekvence" se tyka klicové strukturaini jednotky
heparinu, kterd sestavad ze tfi zbytkl D-glukosaminu a dvou zbytkd
kyseliny uronové (viz struktura nize). Stfedovy zbytek D-glukosaminu

obsahuje jedine¢nou 3-O-sulfatovou Castici.

CH, SOy Coo™ CH, SO, . CH,S0;
&@\‘\o@‘ ENL
SO;” OH NHSOZ 0807 NHSOZ

Pentasacharidovd sekvence predstavuje minimélni heparinovou

strukturu, vysokou afinitu k antithrombinu (J. Choay se

spoluautory, Biochem. Biophys. Res. Comm. 116, 492-499, 1983).

majici




Vazba heparinu k antithrombinu prostfednictvim pentasacharidové
sekvence vyvolava konformaéni zménu v reaktivni centralni smycce,

ktera pfeménuje antithrombin z pomalého na velmi rychly inhibitor.

Heparinovy oligosacharidovy podil obsahuje heparinové fetézce,
které jsou piili§ kratké k provazani thrombinu a fibrinu, jsou ale
dostateéné dlouhé k provazani antithrombinu a thrombinu. Podil zvoleny
pro pouziti v predkladaném vynalezu bude tedy schopny inhibovat
fibrin-navazujici thrombin, stejné jako thrombin tekuté faze, katalyzou
antithrombinu a inhibovat vytvafeni thrombinu katalyzou inaktivace
faktoru Xa prostifednictvim antithrombinu. Podily zvolené pro pouziti v
pfedkladaném vynalezu jsou s vyhodou ty, které inhibuji stejné dobre

fibrin-navazujici thrombin i thrombin tekuté faze.

Charakteristiky vhodnych heparinovych oligosacharidovych podilu,
kterych Ize pouzit v pfedkladaném vynalezu, jsou uvedeny v Tabulce 1 a

v Tabulce 2.

Heparinovy oligosacharidovy podil, pouzivany v pfedkladaném
vynalezu, mize mit podobné aktivity antifaktoru Xa a antifaktoru lla. V
jednom ztélesnéni se pomér aktivity faktoru Xa antifaktoru lla pohybuje
v rozmez{ ptiblizné od 2:1 do 1:1. V upfednostiiovaném ztélesnéni se
aktivita antifaktoru Xa pohybuje v rozmezi pfiblizné od 80 1U/mg do 155
IU/mg, s vyhodou pak od 90 IU/mg do pfiblizné 140 I[U/mg. -V
upfednosthiovaném ztélesnéni se aktivita antifaktoru lla pohybuje v
rozmezi ptiblizné od 20 IU/mg do 150 [U/mg a lepe od 40 |U/mg do
ptiblizné 130 IU/mg.

Prostfedky, zpusoby a sady podle predkladaného vynalezu mohou
pouzit modifikované heparinove prostredky, popsané v PCT/CA88/00548
(WO 98/55515; zvefejnéni 10. 12. 1998), US prihlasce sér. Cisla




60/141864, podané 30. 6. 1999 nebo US pfihlésce sér. Cisla 60/154744,

podané 17. 9. 1999, které jsou zde zaclenény jako odkaz.

Bude ziejmé, e se mize podafit vyrabét heparinovy
oligosacharidovy podil pro pouZiti v pfedkladaném vynalezu, ktery ma
specialn&jdi charakteristiky, patfici mezi ty, jmenované vy$e v bodech
(d, (e), (h) a (i). Podil mdZe mit napfiklad rozmezi molekulové hmotnosti
pfiblizné od 7 000 do 10 000; od 7 500 do 10 000; od 7 800 do 10 000;
od 7 800 do 9 800: od 7 800 do 9 600; od 7 800 do 9 000; od 7 800 do 8
800: od 7 800 do 8 600; od 7 800 do 8 500 nebo od 8 000 do 8 500.
Rovnéz mdaze byt pouzit heparinovy oligosacharidovy podil, majici
molekulové hmotnosti maxima 7 800 az 10 000; 7 800 az 9 800; 7 800
az 9 600: 7 800 az 9 000; 7 800 az 8 800; 7 800 az 8 600; 7 800 az 8
500 nebo 8 000 az 8 500. Podil pouzivany v prostfedcich a zpusobech
podle tohoto vynélezu mlze byt vyvinut tak, Ze ma polydispersitu od 1,3
do 1,6. Nadto lze vyvinout podily pro pouziti v pfedkladaném vynalezu

tak, ze maji jednu nebo vice z nasledujicich zvlastnich charakteristik:

(i) pomér aktivity antifaktoru Xa a aktivity antifaktoru lla pfiblizné od
1,5:1 do 1:1;

(i) aktivitu antifaktoru Xa pfiblizné od 95 1U/mg do 120 IU/mg nebo
pfiblizné od 100 do 110 IU/mg;

(i) aktivitu antifaktoru lla pfiblizné od 80 IU/mg do 100 IU/mg nebo
pfiblizné od 90 [U/mg do 100 1U/mg.

V jednom ztélesnéni tohoto vynalezu ma heparinovy

oligosacharidovy podil jednu nebo vice z nasledujicich charakteristik:

(a) je obohacen o oligosacharidy v rozmezi molekulové hmotnosti od
6 000 do 10 000 a praméru v hodnoté pfiblizné 8 500;
(b) je bilou aZ §edobilou krystalickou pevnou latkou;

(c) je staly pfi teploté mistnosti; a




(d) vykazuje polydispersitu pfiblizné 1,2 az 1,5 a s vyhodou 1,5.

Heparinovy oligosacharidovy podil pro pouziti v predkladaném
vynadlezu mulZe byt ziskédn z tkani béznym zplsobem pfipravy
oligosacharidu z heparinu, nebo muze byt také jinak syntetizovan.
Konkrétné moaze byt heparinovy oligosacharidovy podil vyroben z
nerozdéleného (nefrakcionovaného) heparinu nebo alternativné z
heparinu o nizké molekulové hmotnosti (LMWH, low molecular weight

heparin).

Heparinovy oligosacharidovy podil muze byt z nerozdéleného
heparinu napfiklad ziskan tak, zZe se nejprve depolymerizuje
nerozdéleny heparin k ziskani heparinu o nizsi molekulové hmotnosti a
nasledné se izoluje nebo oddéli  poZzadovany heparinovy
oligosacharidovy podil. Nerozdélenym heparinem mulze byt bud
komeréni heparinovy pfipravek ve farmaceutické kvalité, nebo surovy
heparinovy pfipravek, jaky je ziskan béhem extrakce aktivniho heparinu
se savéich tkani nebo organl. Komeréni heparinovy vyrobek (heparin
podle US lékopisu) je dostupny z nékolika zdroju (napfiklad od firmy
Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri), obecné jako sll alkalického

kovu nebo alkalické zeminy (nej¢astéji jako sodna sl heparinu).
Alternativné m(ize byt nerozdéleny heparin extrahovén ze savcich tkani
nebo organt, zvlasté z intestinélnich, stfevnich sliznic nebo plic,
napfiklad hovézich, vepfovych nebo skopovych, za pouziti mnoZstvi
zpUsobl, znéamych odbornikovi v oboru (viz napriklad E. Coyne,
Chemistry and Biology of Heparin, editor R. L. Lundblad se spoluautory,
strany 9-17, Elsevier/North-Holland, New York, 1981). V
upfednostnéném ztélesnéni je nerozdélenym heparinem vepfovy

intestinalni heparin.

V soudasnosti je znamych mnoho zpusobl depolymerizace

heparinu, které se obecné zakladaji na chemickych nebo enzymovych
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reakcich. Heparinovy oligosacharidovy podil podle tohoto vynélezu
mlze byt napfiklad vyroben ze standardniho, nerozdéleného heparinu
benzylaci a néaslednou alkalickou depolymerizaci; depolymerizaci
kyselinou dusitou; enzymatickou depolymerizaci U&inkem heparinazy;
peroxidativni depolymerizaci a podobne. Heparinovy oligosacharidovy
podil mize byt zejména vyroben za pouziti depolymerizace kyselinou
dusitou nebo oxidativni hydrolyzou za pouZiti jodistanu, popsanou Vv
PCT/CA98/00548 (WO 98/55515).

V jednom ztélesnéni je heparinovy oligosacharidovy podil vyroben
2 nerozdéleného heparinu za pouziti depolymerizace heparinazou (viz
napiiklad US 3 766 167 a US 4 396 762). V upfrednostiiovaném
ztélesnéni se vy$e zminény podil vyrabi fizenou depolymerizaci

heparinazou.
Dermatansulfatovy oligosacharidovy podil

"Oligosacharidovy podil ziskany z dermatansulfatu” nebo
"dermatansulfatovy oligosacharidovy podil" je smés oligosacharidd
ziskanych z dermatansulfatu a charakterizovanych malou nebo nulovou
aktivitou vzhledem k antithrombinu, ale protisrézlivou aktivitou in vitro
vzhledem k HCIl. Dermatansulfat sestavé ze stfidajicich se zbytkd
kyseliny uronove a N-acetylgalaktosaminu. K ziskani zbytkda kyseliny
iduronové se mnoho zbytk( kyseliny glukorunové epimerizuje na C-5.
Nasledné muze probihat O-sulfatace na C-4 nebo C-6 GalNAc nebo v

poloze C-2 IdoA. Podily, pouzivané v predkladaném vynélezu, vykazuji

vy$8i afinitu vaéi HCIl nez pfirodni, nerozdéleny dermatansulfat.

Dermatansulfatovy oligosacharidovy podil, zvoleny pro pouziti v
predkladaném vynalezu, je charakterizovan jednou nebo vice a nejlépe

véemi z nasledujicich charakteristik:
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(a) obsah siry je 6,0 % az 10,0 % (hmotnost/hmotnost), napfiklad 6,0
az 8,0 % (hmotn./hmotn.) a s vyhodou 6,5 az 8 % (hmotn./hmotn.);

(b) pomér sulfat/karboxyl je 1,2 az 2,5, napfiklad 1,2 az 2,0, napfiklad
1,3 az 1,8 a s vyhodou 1,3 az 1,6; |

(c) obsah disulfatovaného disacharidu je 20 % az 60 %
(hmotn./hmotn.) a |épe 30 % az 60 % (hmotn./hmotn.) obsahu
monosulfatovaného disacharidu;

(d) aktivita vuci thrombinu, zprostfedkovana heparinovym kofaktorem

I, je v rozmezi od 20 do 60 IU/mg a |épe od 30 do 60 IU/mg.

V jednom ztélesnéni tohoto vynalezu je dermatansulfatovy
oligosacharidovy podil zvolen tak, ze obsahuje smeés
dermatansulfatovych oligosacharidﬁ, z nichz 90 % nebo vice vykazuje
molekulovou hmotnost v rozmezi pfiblizne 1 600 az 20 000 a

molekulovou hmotnost maxima pfiblizné 4 500 az 8 000.

V  upfednostiiovaném ztélesnéni  tohoto  vyndlezu ma
dermatansulfatovy oligosacharidovy podil jednu nebo vice z

nasledujicich charakteristik:

(a) je obohacen oligosacharidy o molekulové hmotnosti v rozmezi od
5 000 do 8 000;

(b) je bilou az $edobilou krystalickou pevnou latkou;

(c) je staly pfi teploté mistnosti; a

(d) vykazuje sulfonaci vétsi nez 6,2 % hmotnostni.

Dermatansulfatovy oligosacharidovy podil muze byt z tkani ziskan
béznym zplsobem piipravy takovych oligosacharidli z nerozdeleného
(nefrakcionovaného) dermatansulfatu, nebo ho lze syntetizovat de novo
z odpovidajicich monosacharidt. Pro pouziti v predkladaném vynalezu
se s vyhodou pouzivé zplUsob depolymerizace, ktery chrani a usnadnuje

izolaci vysoce nabitych oblasti nerozdéleného dermatansulfatu, majicich



zlep§enou rozpustnost a udinnost ve srovnani s nerozdélenym
dermatansulfatem. Dermatansulfatovy oligosacharidovy podil maze byt
napiiklad vyrabén néasledujicimi kroky: oxidaci a depolymerizaci
dermatansulfatu jodistanovou oxidaci, redukci borohydridem, kyselou

hydrolyzou a iontové vyménnou chromatografii.

Zdroje dermatansulfatu, které Ize pouzit pro vyrobu podild,
predstavuji savéi tkane, napfiklad savéi kaze, zahrnujici cévni tkan a
pokozku z prasat a hovéziho dobytka. Jako zdroj dermatansulfatu se s

vyhodou pouziva intestinalni (stfevni) mukodza.

Prostfredky, zpusoby a sady podle piedkladaného vynalezu s
vyhodou pouzivaji smés dermatansulfatovych oligosacharidi a zpGsoby
vyroby takovych smési, popsané v PCT/EP 98/03007 (WO 98/55514,

zvefejnény 10. 12. 1998), ktery je zde zadlenén jako odkaz.
Stanoveni vlastnosti oligosacharidovych podili

Charakteristiky, tykajici se molekulové hmotnosti heparinového
nebo dermatanového oligosacharidového podilu, pouzivaného v
predkladaném vynalezu, mohou byt stanoveny za pouziti standardnich
technik znamych odbornikovi v oboru a jim pouzivanych. Takové
techniky zahrnuji napiiklad GPC-HPLC, tedy vysoce ucinnou gelovou
chromatografii, méfeni viskozity, méfeni rozptylu svétla, chemické nebo
fyzikalné chemické stanoveni funkénich skupin vytvofenych béhem
procesu depolymerizace a podobné. V upfednostiiovaném ztélesnéni
jsou charakteristiky tykajici se molekulové hmotnosti oligosacharidového

podilu stanoveny vysoce ucinnou gelovou (vylucovaci) chromatografii.

K potvrzeni vlastnosti a charakteristik heparinového nebo
dermatanového oligosacharidového podilu, pouzitého v predkidadaném

vynélezu, mohou byt zejména pouzity nasledujici zpUsoby:
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(a) stanoveni molekulové hmotnosti prostiednictvim GPC-HPLC
zptsobem podle Dedema, Pharmeuropa 3, 202-218, 1991.

(b) stanoveni obsahu siry podle evropského |ékopisu, Ph. Eur., 2.
vydani, V. 3.5.3.

(c) stanoveni poméru sulfatu/karboxylatu podle evropského Iékopisu,
Ph. Eur. 1997: 0828.

(d) uréeni antithrombinové aktivity zprostfedkované HCI| pomoci
chromogenniho stanoveni (Diagnostica Stago, Francie) v systému
bez obsahu plasmy, se 4. mezinarodnim heparinovym standardem
(kéd &. 82/502) jako standardem.

(e) stanoveni antifaktoru Xa a antifaktoru Ila podle evropského
Iékopisu, Ph. Eur. 1997: 0828, piitemzZ oba zpUsoby jsou
modifikovany pouzitim statistickych metod pro stanoveni s

klesajicimi pomeéry.
Prostiedky a zpusoby

Prostiedky a zpUsoby podle tohoto vynalezu jsou pouzitelné pri
|&&ebnych aplikacich k prevenci nebo |6&bé& stavi &i onemocnéni, ktere
jsou charakterizované nadbyteénym vytvafenim thrombinu nebo
nadmérnou  aktivitou  thrombinu  a/nebo nadmérnou  aktivaci
komplementu. Takové stavy se gasto vyskytuji, pokud byl subjekt
vystaven traumatu, napfiklad u chirurgickych pacientd. Trauma
zpUsobené zranénim nebo chirurgickym zékrokem ma za nasledek cévni
poskozeni a sekundarni aktivaci srazlivosti krve. Tyto nezadouci ucinky
mohou nastat po obecném nebo ortopedickém chirurgickém zakroku,
gynekologickém  chirurgickém zakroku, srdednim nebo cévnim
chirurgickém zakroku nebo po jinych chirurgickych procedurach.
Nadbytek thrombinu muaze rovnéz komplikovat vyvoj pfirozenych
onemocnéni jako je atheroskleréza, coz mlze vyvolat infarkt, mozkovou
mrtvici nebo gangrénu koncetin. ZpGsoby a prostiedky podle

predkladaného vynalezu mohou byt tedy pouzity k 1é¢bé, ‘prevenci nebo



inhibici mnoha dalezitych  kardiovaskularnich komplikaci véetné
nestabilni anginy, akutniho infarktu myokardu, mozkovych cévnich
piihod (mozkove mrtvice), plicni embolie, trombdzy hlubokych zil,

trombozy tepen a podobné.

Prostfedky a zpUsoby podle tohoto vynalezu mohou byt pouzity ke
snizeni nebo prevenci srazeni béhem dialyzy a ke snizeni nebo prevenci
intravaskularniho srazeni bé&hem chirurgickych postupl na otevieném
srdci. Mohou byt také pouzity k udrzeni priichodnosti medicinskych

pFistrojl, jako jsou pfistroje pro intravenosni injikaci.

V jednom aspektu tohoto vynélezu jsou poskytnuty zpusoby a
prostfedky prevence a inhibovani tvorby thrombinu nebo jeho aktivity u
pacientll se zvy$enym rizikem vyvoje trombd, vyvolanym lécenymi
podminkami, které ruéi hemostazi (napfiklad onemocnénim koronarnich
tepen, atherosklerosou a podobng). V jiném aspektu jsou poskytnuty
zpUsoby a prostredky pro pacienty se zvy$enym rizikem vyvoje trombd
po |écebném postupu jako je chirurgie srdce, zil, nebo perkutélni
koronarni vykon. V jednom ztélesnéni jsou zpUsoby a prostfedky podile
tohoto vynélezu pouzity pfi kardiopulmonarnim by-passu. Prostredky
nebo oligosacharidové podily mohou byt pfi zplsobu podle tohoto
vynélezu podavany pred lé&ebnym postupem, bé&hem ného anebo po
nem.

Lédebna G&innost a toxicita mohou byt stanoveny standardnimi
farmaceutickymi postupy na bunécnych kulturdch nebo za pouZiti
pokusnych zvifat, jako vypoétem ED,, (davky léCebné Géinné u 50 %
populace) nebo LDy, (davky smrtelné pro 50 % populace). LéCebnym
indexem je davkovy pomér léCebnych a toxickych Ggéinkd a muZe byt
vyjadien jako pomeér EDg/ LDs Pfednost se dava farmaceutickym

“r

prostiedkim, které vykazuji §irsi lécebné indikace.



Pacienti, ktefi mohou podstoupit kombinaéni 1é&bu nebo jim lze
podavat prostiedek podie tohoto vynalezu, zahrnuji zvifata véetné savcl
a zejména lidi. Zvirata také zahrnuji domaci zvirata vcetné koni, krav,
ovci, driibeze, ryb, prasat, kocek, psi a zvirat chovanych v zoologickych

zahradach.

Prostredky podle predkladaného  vynalezu, heparinovy
oligosacharidovy podil nebo dermatansulfatovy oligosacharidovy podil,
mohou byt podévany jakymikoliv zplsoby, vytvérejicimi kontakt aktivniho
ginidla s misty, kde ¢inidlo pUsobi v téle pacienta. Heparinové a
dermatansulfatové oligosacharidové podily mohou byt podéavany
soubé&zné nebo nasledné v jakémkoliv pofadi a v jakychkoliv ¢asovych
okamzicich k poskytnuti pozadovaného Géinku. Zkudeny lékaf nebo
veterinaf je schopen zvolit déavkovaci rezim, ktery by optimalizoval

ucinky prostiedkl a 1é¢by podie tohoto vynalezu.

Uvedené prostfedky mohou byt podavany v oralnich davkovacich
formach, jako jsou tablety, tobolky (pficemz tyto formy zahrnuji
prostfedky pro opozdeéné uvoliiovani nebo nepretrzité uvolhovani),
pilulky, prasky, granule, l&&ebné napoje, tinktury, suspenze, sirupy a
emulze. Mohou byt také podavany v intravenosni formé (jako bulus nebo
infuze), intraperitoneaini forme, subkutanni formé nebo intramuskularni
formé, pricemz veskeré pouzité formy davkovani jsou dobfe znamé
osobam s béznou znalosti farmaceutického oboru. Prostfedky podie
tohoto vynalezu mohou byt podavany také v intranasalni formé pfi
mistnim pouziti vhodnych intranasalnich vehikul, nebo transdermaing,
napiiklad za pouziti béznych transdermalnich naplasti. Podavani davky
pfi transdermélni aplikaci bude v pribéhu davkovaciho rezimu spise

spojité nez prerusovane.

Predklddany vynalez zahrnuje kombinaéni lééby, poskytujici

synergickou aktivitu nebo synergicky uéinna mnozstvi
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dermatansulfatovych a heparinovych oligosacharidovych podild.
Farmaceutické prostfedky, vhodné pro pouziti v piedkladaném vynalezu,
zahrnuji prostfedky, v nichz jsou aktivni piisady obsazeny v synergicky
aéinném mnozstvi. Vyraz "synergicka aktivita" nebo "synergicky ucinné
mnozstvi" znamena, ze k dosazeni poZzadovaného vysledku, ktery je
vétsi nez vysledek dosazeny za pouziti kazdého podilu samotného,
bude pfitomno dostate¢né mnozstvi heparinového oligosacharidového
podilu a dermatansulfatového oligosacharidového podilu. Pfikladem
maze byt zlepena inhibice narastku thrombinu  pfi  1é¢bé
kardiovaskularnich stavl tykajicich se vytvareni trombl, jako jsou ty,
popsané vyse, jako napfiklad zvy$ena inaktivace thrombinu vazaného
na srazeninu, zvy$ena inhibice tvorby thrombinu katalyzovanim

inaktivace faktoru Xa, vyvolavané antithrombinem a podobné.

Davkovaci rezim podle tohoto vynélezu se bude lisit v zavislosti
na znamych faktorech, jako jsou farmakodynamické charakteristiky
konkrétniho &inidla a jeho zpusob a cesta podavani; druh, vek, pohlavi,
zdravotni stav, lé¢eny stav a hmotnost pacienta, typ a rozsah priznakd,
druh soudasné lécby, Cetnost 1&¢by, zplsob podavani, stav ledvin a
jater pacienta a poZadovany ucinek. Uginné mnozstvi [é¢iva,
pozadované k prevenci, zvraceni nebo zastaveni vyvoje chorobného
stavu mUze byt snadno uréeno béiné kvalifikovanym |ékafem nebo

veterinarem.

Prostfedek nebo zplisob podle tohoto vynalezu muze zahrnovat
jednotkovou davku alespon jednoho heparinoveho oligosacharidového
podilu a jednotkovou davku alespoft jednoho dermatansulfatového
oligosacharidového podilu. Vyraz “iednotkova davka" se tyka jediné, tj.
jednotlivé davky, ktera maze byt podavéna pacientovi, se kterou se da
snadno manipulovat a muze byt snadno balena, pficemz je fyzikalné a

chemicky stalou jednotkou davkovani, zahrnujici jak aktivni Cinidlo jako



takové, tak i smés aktivniho Cinidla s pevnymi nebo tekutymi

farmaceutickymi pomocnymi latkami, nosici nebo vehikuly.

Aktivni  ¢&inidla, tj. heparinovy oligosacharidovy podil a
dermatansulfatovy oligosacharidovy podil, mohou byt typicky kazdé
pfitomno ve farmaceutickém prostfedku (nebo mohou byt pouzita pfi
|&é&bé podle tohoto vynalezu) v koncentraénim rozmezi pfiblizné od 2 mg
na davku do 1 000 mg na davku a lépe v koncentraénim rozmezi
pfiblizné od 5 mg na davku do 500 mg na davku. Denni déavkovani se
mize $iroce ligit, ale obvykle bude spadat do koncentraéniho rozmezi
pfiblizné od 20 mg na davku a den pfiblizné do 100 mg na davku a den
a lépe do koncentraéniho rozmezi pfiblizné od 40 mg na davku a den do

pFiblizné 80 mg na dévku a den.

Pomer heparinoveho oligosacharidového podilu a
dermatansulfatového oligosacharidového podilu mlze byt v prostredku
nebo pfi 166bé podle tohoto vynalezu 1-1 az 10:1, lépe 1:1 az 8:1, jeste
lépe 2:1 az 6:1 a nejlépe 5:1.

Prostfedky podle predkladaného vynélezu nebo jejich podily
typicky obsahuji vhodna farmaceuticka redidla, pomocné latky, vehikula
nebo nosi¢e, zvolené s ohledem na piedpokliadanou formu podani a
odpovidajici béiné farmaceutické praxi. Nosi¢e, vehikula a podobné
mohou byt upraveny Kk poskytnuti synergicky ucinného mnozstvi
aktivnich podilé k inhibovani nebo prevenci tvorby thrombinu nebo

aktivity thrombinu u pacienta.

Vhodna farmaceuticka fedidla, pomocné latky, vehikula a nosice
jsou popsany v standardni piiru¢ce, Remington's Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Company. Napfiklad pro oralni podavani ve
formé tobolky nebo tablety mohou byt aktivni slozky kombinovany s

oralnim, netoxickym, farmaceuticky pfijatelnym inertnim nosi¢em jako je



laktoza, $krob, sacharoza, methylceluloza, stearat hofecnaty, glukéza,
siran vapenaty, fosforeénan vapenaty, mannitol, sorbitol a podobné.
Pro oréalni podavani v tekuté formé mohou byt slozky IéCiva
kombinovany s jakymkoliv oralnim, netoxickym, farmaceuticky
pfijatelnym, inertnim nosi¢em jako je ethanol, glycerol, voda a podobné.
V prostiedcich nebo jejich slozkach mohou byt zahrnuty také vhodna
pojiva (napfiklad Zzelatina, Skrob, kukuriéna sladidla, pfirodni cukry
véetné glukézy, piirodni a syntetické gumy a vosky), kluzna ¢cinidla
(oleat sodny, stearat sodny, stearat hofednaty, benzoat sodny, acetat
sodny a chlorid sodny), rozvolnovadla (napfiklad $krob, methylceluléza,

agar, bentonit, a xanthanova guma), pfichuté a barviva.

Ptipravky pro parenteraini podavani prostfedku podle tohoto
vynalezu mohou zahrnovat vodné roztoky, sirupy, vodné nebo olejové
suspenze a emulze s pokrmovymi oleji, jako je bavinikovy olej, kokosovy
olej nebo podzemnicovy olej. Pro vodné suspenze lze pouzit dispergujici
nebo suspenzni &inidla, zahrnujici syntetické nebo pfirbdm’ gumy jako
tragakant, alginat, klovatinu, dextran, sodnou karboxymethylcelulozu,

zelatinu, methylcelulézu a polyvinylpyrrolidon.

Prostredky pro parenteraini podavani mohou zahrnovat sterilni
vodna nebo nevodna rozpoustédla jako vodu, isotonicky solny roztok,
isotonicky roztok glukézy, pufr nebo jind rozpous$tédla, vyhodné
pouzivana pro parenteralni podavani égebné uGcinnych &inidel.
Prostfedek uréeny pro parenterdini podavani mUze také zahrnovat
bézné pridavna &inidla jako stabilizatory, pufry nebo konzervacni latky,
napiiklad antioxidanty jako methylhydroxybenzoat, nebo podobné

piidavné latky.

Prostiedek podle tohoto vynélezu mlze byt sterilizovan napfiklad
filtraci pres pres filtr zachycujici bakterie, piidavkem sterilizacnich

ginidel k prostfedku, ozafenim prostfedku nebo jeho zahréatim.



Alternativné mohou byt podily podle tohoto vynalezu poskytnuty jako
sterilni pevné pfipravky, napfiklad jako lyofilizovany prasek, ktery se ve

sterilnim rozpoustédle snadno rozpusti bezprostifedné pired pouzitim.

Kromé dfive popsanych prostfedki mohou byt formovany také
depotni prostfedky. Takové dlouhdobé pUsobici prostiedky mohou byt
podavany prostfednictvim implantace (napfiklad subkutanné nebo
intramuskularné, tedy podkozné nebo do svalu), nebo intramuskularni
injikaci.  Tyto podily mohou byt formovany napfiklad s vhodnymi
polymernimi nebo hydrofobnimi materidly (napiiklad jako emulze v
pfijatelném oleji), nebo s iontové vyménnymi pryskyficemi, nebo jako

tézce rozpustné derivaty, jako jsou tézce rozpustné sole.

Prostfedky podle tohoto vynalezu a jejich slozky mohou jako

nosiée cilovych |é&iv obsahovat rozpustné polymery.

Poté, co byly vyrobeny, mohou byt farmaceutické prostiedky
vlozeny do vhodného zésobniku a oznadeny pro |é¢bu uréeného stavu.
Pro podavani prostfedku podle tohoto vynalezu by takové oznaceni

mélo zahrnovat mnozstvi, éetnost a zplsob podavani.

Predkladany vynalez také zahrnuje zpUusoby pouzivani prostfedku
podle tohoto vynalezu v kombinaci s jednim nebo vice z pfidavnych
lé&ebnych ¢&inidel, zahrnujicich bez omezeni &inidla inhibujici krevni
desti¢ky nebo pUsobici proti krevnim destiékam jako aspirin, prioxicam,
clopidogrel, ticlopidin, nebo receptorové antagonisty glykoproteinu
llb/llla, inhibitory trombinu jako boropeptidy, hirudin nebo argatroban;
nebo trombolyticka &i fibrinolyticka Cinidla jako aktivatory plasminogenu
(jako tkamovy plasminogenovy aktivator), antistreplazu, urokinazu nebo

streptokinazu; nebo jejich kombinace.




Kromé& mozné vyuzitelnosti ve farmaceutickych prostfedcich pro
lé¢bu vy$e uvedenych kardiovaskularnich piiznaki mize odbornik v
oboru ocenit, ze aktivni produkty mohou byt pouzity i jako reagencie pro

objasnéni mechanismu srazlivosti krve in vitro.

Tento vynalez bude podrobnégji popsan pomoci specifickych
prikladl. Nasledujici priklady jsou poskytnuty pro dokresleni a nejsou
zamyéleny k omezeni pifedkladaného vynalezu jakymkoliv zpusobem.
Odbornik v oboru snadno rozpozna mnozstvi rdznych nikoliv kritickych
parametrd, které mohou byt zm&nény nebo modifikovany k poskytnuti v

podstaté stejnych vysledkd.

Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Charakteristiky nékolika $arzi heparinovych oligosacharidovych
podilt pouzitych v predkladaném vynalezu a dalSich heparinovych
podilt (UFH od firmy Sigma a enoxaparin od firmy Rhone-Poulenc
Rorer) jsou shrnuty v Tabulce 2 Uvadéné charakteristiky zahrnuji
stredni molekulovou hmotnost, aktivitu, aktivitu anti-1l,, polydispersitu a
hodnoty K, Polydispersita je pomér M, /M, (hmotnostné stiedni
molekulové hmotnosti délené &iselné stredni molekulovou hmotnosti) a
je stanovena analyzou Udaji v integraénich-tabulkach pro profily maxim
z gelové filtrace heparinovych vzork(l. Hodnoty K, byly ziskédny méfenim
narGstu fluorescence (excitace pfi 280 nm, emise pri 340 nm),
pozorovaného po titraci bud AT nebo |l, heparinovym vzorkem,
dosazenim titradni kfivky /1, vagi koncentraci heparinu do vazebné
isotermalni rovnice a ziskanim o (maximalni zmény fluorescence), K,
(disociaéni konstanty) a n (molarniho mnozstvi heparinu, vyzadovaneho
k vazb& 1 molu ligandu). Stechiometrie vazby ligandu (1/n) se ziska a




interpretuje jako podil fetézcd obsahujicich pentasacharidy vzhledem ke

kazdému z heparinovych podild.

Zvoleny heparinovy oligosacharidovy podil, na rozdil od heparinu,
nestabilizuje vazbu trombinu k fibrinu. To je prok&zano na studiich, kde
piidavek fibrinového monomeru snizil rychlost inaktivace trombinu
nerozdélenym heparinem v pfitomnosti jak AT, tak HCII. Oproti tomu mél
fibrinovy monomer pouze minimalni inhibiéni Gdinky na rychlost inhibice
trombinu pGsobenim AT nebo HCIl v pfitomnosti ekvimolarnich
koncentraci heparinového oligosacharidového podilu. Dalsi potvrzeni
toho, ze zvoleny heparinovy oligosacharidovy podil nezvysuje vazbu
trombinu k fibrinu, bylo ziskano méfenim mnozstvi trombinu znaéeného
125 nayazaného k fibrinovym chuchvalcdm v pfitomnosti nebo v
nepritomnosti heparinového oligosacharidového podilu nebo

nerozdéleného heparinu v koncentracich od 0 do 7 500 nmol.I™.

Priklad 2

Protitromboticka aktivita heparinovych podilt a

dermatansulfatovych oligosacharidovych podilt.

Pro srovnani protitrombotické aktivity heparinovych
oligosacharidovych podilli, dermatansulfatovych oligosacharidovych
podild a kombinace heparinovych a dermatanovych oligosacharidovych
podilt byl pouzit mimotéini obéh. Tento obéh je podrobné popsan J. |.
Weitzem se spoluautory, Circulation 99, 682-689, 1999. Struéné feCeno
se razné koncentrace slougeniny nebo sloucenin, které maji byt
testovany, pridaji k rekalcifikované celé (kompletni) lidské krvi dopinéne
lidskym fibrinogenem znacenym prostiednictvim 125 ydrzované ve vodni
lazni pti 37 °C. Peristaltické cerpadlo Serpa krev pres krevni filtr o

velikosti otvor(i 40 um. Krevni srazenina, zachycena na filtru, se stanovi




mé&fenim tlaku na strané filtru pomoci tlakového meéfidla zapojeného
in-line. Sériové krevni vzorky byly odebrény z in-line zésobniku a jejich
zbytkova radioaktivita byla vypoéitana jako ukazatel spotreby
fiorinogenu a tvorby chuchvalcl. Kromé toho se méri doba pocatku

aktivovaného srazeni.

Dvé klidova kritéria, prichodnost a procentni mnozstvi fibrinogenu
spotfebovaného v postupu srazeni, byla pouzita ke stanoveni ucinnosti
sloudenin, testovanych na tomto modelu. Prichodnost se méfi jako doba

do selhani filtru, pokus se zastavi po 90 minutach a uréi se maximalni

doba prachodnosti.

Dermatansulfatovy oligosacharidovy podil pouzity v tomto
vynalezu (rovnéz oznacovany v Ptikladech a v Tabulce 3 jako LMWDS)
mé&l nasledujici charakteristiky: Mp = 5 000 (Da), Mw = 9 600 (Da) a
polydispersitu 1,4. Heparinovy oligosacharidovy podil ziskany pomoci
heparinazy byl pfipraveh‘depolymerizaci Géinkem heparinazy, jak bylo
popsano vyse a mél molekulovou hmotnost maxima 8 000, aktivitu
anti-lla priblizné 100 IU/mg, aktivitu anti-Xa priblizné 134 IU/mg a
polydispersitu pfiblizné 1,5. Heparinovy oligosacharidovy podil ziskany
pomoci oxidu dusitého byl pfipraven depolymerizaci oxidem dusitym tak,
jak je popséano v PCT/CA98/00548 a mé! molekulovou hmotnost 7 700,
anti-lla 84 1U/mg, aktivitu anti-Xa 123 IU/mg a polydispersitu 1,3.
Heparinovy oligosacharidovy podil ziskany pomoci jodistanu byl
pfipraven depolymerizaci jodistanem tak, jak je popsano Vv
PCT/EP98/03007 (WO 98/55514, zvefejnéni 10. 12. 1998) a mel
molekulovou hmotnost maxima 7 900, aktivitu anti-lla 19 lU/mg, aktivitu

anti-Xa 43 |U/mg, polydispersitu 1,5.

Heparinové podily s molekulovou hmotnosti maxima pfiblizné 8
000 (Da) byly zvoleny vzhledem k tomu, ze odpovidaji retézcim

obsahujicim pfiblizné 27 cukernych jednotek. K provazani trombinu a
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antitrombinu je vyzadovana minimaini délka 18 cukernych jednotek.
Vzhledem k tomu, ze téméf véechny fetézce v téchto podilech sestavaji

or

> vice nez 18 sacharidovych jednotek, maji dostatecnou délku ke
katalyze inaktivace trombinu pisobenim antitrombinu. Oproti tomu jsou
tyto fetézce pfilis kratké k provazani thrombinu a fibrinu, nebot takové
provazani vyzaduje fetézce s obsahem 40 nebo vice cukernych jednotek
(. 12 000 nebo vétsi). V dusledku toho maji heparinové podily se
sttedni molekulovou hmotnosti 8 000 dobrou inhibi¢ni aktivitu vzhledem
ke thrombinu diky své schopnosti aktivovat antithrombin a jsou schopné
inaktivovat thrombinovou vazbu na fibrin, nebot nespojuji thrombin a
fibrin a &ini ho odolnym vaéi inaktivaci pusobenim komplexU
heparin/antitrombin  nebo heparin/HCIl. Oproti tomu enoxaparin,
komeréni heparin o nizké molekulové hmotnosti, majici stifedni
molekulovou hmotnost pfiblizné 5 000 (Rhone-Poulenc Rorer, Montreal,
PQ), sestava z fetézcl, které jsou vétdinou prili§ kratké k provazani
thrombinu a antithrombinu, coZ vysvétluje, pro¢ je jeho inhibicni aktivita

vi&i trombinu nizsi neZ obdobna aktivita vUéi faktoru Xa.

Jak bylo popséano vyse (J. I. Weitz se spoluautory, Circulation 99,
682-689, 1999), rlizné koncentrace kazdého z podil byly pfidany k
rekalcifikované k‘ompletni lidské krvi dopinéné lidskym fibrinogenem
znadenym prostiednictvim 1'* a udrzovany pfi teploté 37 °C ve vodni
lazni. Peristaltické &erpadlo bylo pouzito k ¢erpani krve pres krevni filtr
o velikosti otvorti 40 um. Srézeni krve na-filtru bylo stanovovano (a)
méfenim proximalniho tlaku na filtru pomoci in-line tlakového méfidla a
(b) odebiranim sériovych krevnich vzorkl ze zasobniku a vypocltem
zbytkové radioaktivity jako méfitka spotreby fiorinogenu. Dale byly

méfeny doby vytvafeni aktivovanych srazenin.

Jak je znéazornéno v Tabulce 3, pokud je dermatansulfatovy

oligosacharidovy podil pouzit samotny, je tteba k udrzeni prachodnosti




filtru a k tomu, aby byla spotieba fibrinogenu snizena na méné nez 10
%, koncentrace 250 pg/ml . To je pozoruhodné vzhledem k tomu, ze v
pfedchozi praci bylo popsano, se nerozdéleny dermatansulfat byl v
takovém obé&hu neudinny dokonce i v koncentraci 4 mg/ml (Weitz se

spoluautory, Circulation, 1999),

Hodnoceny byly také kombinace dermatansulfatu o nizké
molekulové hmotnosti a heparinového podilu ziskaného pomoci
heparinazy (majiciho Mw 8 000), nebo enoxaparinu. LMWDS byl G¢inny
v koncentraci 100 pg/ml ve spojeni s 1 pg/ml heparinového podilu
ziskaného pomoci heparinazy (8 000), nebo v koncentraci 50 pg/ml ve
spojeni s 2 pg/ml téhoz heparinového podilu. Oproti tomu koncentrace
50 pg/ml LMWDS byla neucinna ve spojeni s enoxaparinem Vv
koncentraci 3 pg/ml, pfic¢emz k selhani filtru doslo po 80 minutach a
85% spotrebé fibrinogenu. Tyto vysledky ukazuji, 2e podil ziskany

pomoci heparinézy je mnohem udinnéj$i nez enoxaparin.

Pfi pouziti kombinace LMWDS a heparinovych podild ziskanych
pomoci heparinazy (8 000), byly tyto dvé latky udinné v 5x az 10x
nizsich davkach, nez byly davky vyzadované k udrZeni prachodnosti za
pouziti t&chto latek samotnych (tj. 50 png/ml oproti 250 pug/ml u LMWDS a

1 pg/ml oproti 10 pg/ml u podilu ziskaného pomoci heparinazy).

Srovnany byly kombinace LMWDS (50 pg/ml), heparinovych podill
ziskanych prostfednictvim heparinézy, kyseliny dusité a jodistanu a
enoxaparinu (véechny tyto latky v koncentraci 2 pg/ml). Uginné byly
kombinace LMWDS a heparinovych podili ziskanych prostfednictvim
heparindzy nebo kyseliny dusité. Zbyvajici dvé kombinace nebyly G¢inné
(viz Tabulka 4).




-29_ o e ') P .e .e

K dal$imu zhodnoceni enoxaparinu a podilu ziskaného
prostfednictvim heparinazy byly tyto dva podily srovnany v gravimetricky
odpovidajicich davkach (Tabulka 5). Enoxaparin byl dokonce i v
koncentraci 30 pg/ml méné G&inny neZ podily, ziskané prostiednictvim

heparinazy, o koncentraci 10 pg/ml.
Priklad 3

Srovnani uéinku fibrinového monomeru na heparinem
katalyzované a DS-katalyzované rychlosti inhibice trombinu

pusobenim HCII.

U&inek rozpustného fibrinového monomeru, pfipraveného tak, jak
bylo popséno diive D. Beckerem se spoluautory v J. Biol. Chem. 274,
6226-6233, 1999, na rychlosti inhibice thrombinu pusobenim HCII, byl
nejprve zkouman v pfitomnosti nebo v nepfitomnosti rostoucich
koncentraci DS &i heparinu. Rychlostni konstanty druhého fadu (k,)
inhibice thrombinu p@sobenim HCIl byly stanoveny za podminek
pseudoprvniho fadu v pfitomnosti Ci nepfitomnosti 3,3 umol.I" heparinu
nebo DS, nebo 4 pmol.I" SF, nebo obou ¢&inidel. Thrombin (10 nmol.l™)
byl inkubovéan po dobu 5 minut pfi teploté mistnosti v TBS s obsahem
0,6% PEG-8 000 v piitomnosti rtznych koncentraci heparinu nebo DS (0
az 11 umol.I""), SF (0 az 4 pmol.I"), 10 mmol.I"" GPRP-NH, a 15 mmol.l"
Tris-HCI, pH 7,5. ) -

Reakéni smési (alikvoty 10 pl) byly aplikovény do 96 jamkovych
mikrotitradnich desti¢ek s kulatym dnem a stejny objem HCIl (v
koncentraci alespon 10x vy$$i nez byla koncentrace thrombinu) byl do
kazdé jamky pfidan v éasdvych intervalech od 2 sekund do 5 minut.
Veskeré reakce byly zastaveny pfidavkem 200 umol.I"" chromogenniho

substratu (tGPR-pNA) v 200 ul TBS, obsahujiciho 10 mg/ml polybrenu.
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Zbytkova aktivita thrombinu byla vypoditana méfenim absorbance pfi
405 nm po dobu 5 minut za pouZiti zafizeni Spectra Max 340 Microplate
Reader (od firmy Molecular Devices, Menlo Park, CA). Rychlostni
konstanty pseudoprvniho Fadu (k,) inhibice thrombinu byla stanoveny

dosazenim udajl do rovnice
ki . t=1n ([P/[P])

kde [P], je poc¢atedni aktivita thrombinu a [P], je aktivita thrombinu v Case
t. Rychlostni konstanta druhého fadu, k, byla pak stanovena vydélenim
k, koncentraci HCII ( Decker se spoluautory, 1999). Jak je znazornéno
na Obr. 1 (&ast A), rozpustny fibrin (Fm) vyvolava v koncentracich 2
nebo 4 pmol.I" pouze mirne, trojndsobné sniZeni DS-katalyzovanych
rychlosti inhibice thrombinu UcCinkem HCIl. Proti tomu Fm vyvolava
davkové zavislé snizeni heparinem katalyzovanych rychlosti inhibice
thrombinu G&inkem HCIl (8ast B). Maximalni, 240 nésobné snizeni
rychlosti bylo pozorovano pfi koncentraci heparinu 1 umol.I" a pfi
koncentraci Fm 4 pumol.I"!, pfi¢emz tato hodnota je v souhlasu s drive

popsanymi hodnotami (D. Becker se spoluautory, 1999).

Srovnani uéinku fibrinového monomeru na inaktivaci
thrombinu antithrombinem v pfitomnosti heparinu a v

pfitomnosti podilu ziskaného prostiednictvim heparinazy

Za pouziti podobné metodiky byly sr‘ovnény uginky rozpustného
fibrinového monomeru na rychlosti inaktivace thrombinu antithrombinem
v pfitomnosti  heparinu nebo v pfitomnosti podilu, ziskaného
prostiednictvim heparinazy (8 000). Jak je znazornéno na Obr. 2, s
heparinem se rychlosti inaktivace thrombinu v pfitomnosti fibrinového
monomeru o koncentraci 4 umol.I"" snizila pfiblizné 45x. Naproti tomu

fibrinovy monomer poskytl pouze desetinasobné snizeni rychlosti
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inaktivace thrombinu v pfitomnosti podilu, ziskaného prostifednictvim

heparinazy (8 000).

Uéinek heparinu, DS, nebo podilu ziskaného prostfednictvim
heparinazy (8 000) na vazbu '*|-FPR-thrombinu na fibrin.

Jiz diive bylo prokazéno, Ze heparin zvy$uje vazbu thrombinu K
fibrinu, coz je Gdinek, ktery nastdva bez ohledu na to, zda heparin ma
vysokou nebo nizkou afinitu k AT, ale nastavajici pouze s heparinovymi
fetézci o velikosti 11 200 (Da) nebo vétsi (P. J. Hogg a C. M. Jackson,
J. Biol. Chem. 265, 241-247, 1990). V této studii byla schopnost DS
napomahat vazbé thrombinu k fibrinu srovnana s podobnou schopnosti
heparinu. K tomuto Ucelu byly pfipraveny thrombin s blokovanym
aktivnim mistem (FPR-thrombin) a '*I-FPR-thrombin tak, jak je popsano
v praci J. C. Fredenburgha a spoluautort, J. Biol. Chem. 272,
25493-25499, 1997). Vazba '®|-FPR-thrombinu k  fibrinovym
chuchvalctim v pfitomnosti nebo v nepfitomnosti bud heparinu nebo DS
byla studovana v TBS, obsahujicim 0,6% PEG-8 000 a 0,01% Tween-20.
Fibrinogen (7,5 umol.I") byl inkubovéan s rostoucimi koncentracemi bud
heparinu nebo DS (0 az 2,5 nmol.I"") v celkovém objemu 40 ul v sériich
mikrosedimentaénich zkumavek (katalog. ¢. 72.702, Sarstedt Inc., St.
Laurent, PQ). Srazeni bylo zahéjeno pfidanim 10 pl zéasobniho roztoku
A, obsahujiciho 10 pmol.I" CaCl,, 500 nmol.I" "°|-FPR-thrombin a 10

nmol.I"" thrombin.

Po 45 minutéach inkubace pfi teploté mistnosti byl fibrin peletovan
odstied&nim pii 15 000 g po dobu 5 minut a alikvotni ¢asti supernatantu
byly odebrény pro odelet gama-zéfeni. Podil thrombinu vazaného na
fibrin byl vypod&itan jako zména vazby '*I-FPR-thrombinu ve srovnani s
kontrolami, postradajicimi glykosaminglykany. Jak je znazornéno na
Obr. 3, DS nemél zadny ucinek na vazbu '*°|-FPR-thrombinu K
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fibrinovym chuchvalcam, dokonce ani v koncentracich az do 1 pmol.iI™".
Naproti tomu heparin v koncentracich do 250 nmol.I"" zvyS$uje vazbu
125 _EPR-thrombinu  k fibrinovym chuchvalcim davkové  zavislym
zpUsobem. Pfi koncentracich heparinu vy$sich nez 250 nmol.I"" se vazba
125| _EPR-thrombinu k fibrinovym chuchvalcim snizuje, jako by odrazela
hromadéni rozdilnych heparin-fibrinovych a heparin-thrombinovych
populaci. Pfi titraci thrombinu a Fm-Sepharose heparinem 0 nizkeé
molekulové hmotnosti (LMW), enoxaparinem, do$lo ve srovnani s
obdobnym U&inkem DS pouze k malému zvySeni mnozstvi navazaného
thrombinu. Tyto vysledky ziskané s enoxaparinem nebyly neocekavané,
nebot heparinové fetézce jsou pfili§ kratké k provazani thrombinu a

fibrinu.

Schopnost heparindzové frakce 8 000 (Da) (podilu ziskaného
pomoci heparindzy o molekulové hmotnosti 8 000) napoméhat vazbeé
thrombinu k fibrinu byla také srovnéna s obdobnou schopnosti heparinu.
Jak je znazornéno na Obr. 4, podil ziskany prostfednictvim heparinazy
vytvarel pouze malé zvyseni vazby thrombinu, zatimco heparin vyvoléval
mnohem vé&tsi zvySeni. Tyto ndlezy ukazuji, ze podobné jako
enoxaparain jsou fetézce v podilu ziskaném prostfednictvim heparinazy

rovnéz piili§ kratké k provézani thrombinu a fibrinu.

Nahrazeni lla z Fm-Sepharosy prostiednictvim HCII.

Vzhledem k tomu, Ze katalyza inhibice thrombinu ptsobenim HCII
neni v piitomnosti DS naru$ovéna fibrinem, musi byt exogenni misto |
exosite 1) na thrombinu pfistupné pro komplex DS-HCII i pfes to, Ze se
thrombin vaze na fibrin prostfednictvim tohoto mista. Tato pozorovani
predpokladaji, ze komplex DS-HCII by mél byt schopny vytlacit thrombin
z fibrinu. To bylo testovéno sledovanim mnozstvi '°I-FPR thrombinu

vytladeného z Fm-Sepharose zvysSenymi koncentracemi HCIl v



pfitomnosti nebo nepfitomnosti DS (Obr. 5). HCIlI samotny mél v
koncentracich az do trojnasobku fyziologické koncentrace omezenou
kapacitu k vytladeni thrombinu z Fm-Sepharose. Pokud byl DS pfitomny
v koncentraci 2,5 umol.I"", bylo pozorovéano davkove zavislé vytladovani
thrombinu. Maximalni vytlagovani bylo dosazeno pfi fyziologickych
koncentracich HCII, pfiéemz polovina maximélniho ucinku nastala pfi
koncentraci 250 nmol.I"" HCII. V pfitomnosti DS je tedy aminovy konec
HCIl schopny uGg&inné kompetovat (soutézit) s fibrinem o vazbu na
exogenni misto | thrombinu. Tyto néalezy ukazuji, Ze komplex DS/HCII
maze vytésnit thrombin z fibrinu, &imz ho ucini vnimavym vaci

inaktivaci.
Priklad 4

Studie u¢innosti vuci kraceni

Model prevence vUéi arteriarni trombdze u kraliku

Model prevence vuci arteriarni trombdze u kraliki (Green se
spoluautory, J. Lab. Clin. Med. 127, 583-587, 1996; Klement se
spoluautory, J. Lab. Clin. Med. 132, 181-185, 1998; Klement se
spoluautory, Blood 94, 2735-2743, 1999) byl pouzit k testovani ucinnosti
a bezpeénosti podili a prostfedkl podle tohoto vynalezu. V tomto
modelu se kralikovi injikuje testovana protisrazliva latka a malé
mnozstvi fibrinogenu znadeného I, Kontrolnim zvifatdm se misto
protisrazlivé latky injikuje fyziologicky roztok. O pét minut pozdéji je
distalni aorta podrobena baldénkové endotelialni denudaci, ke snizeni
toku krve je pouzita stenoza (stazeni ovazanim) a sténa aorty je
podrobena vnéjsimu poskozeni 16 svorkami. V nepfitomnosti
protisrazlivé pusobiciho  cCinidla vyvolava spojeni traumatického
poskozeni cévni stény a sniZzeného toku krve rychlé srazeni. Rozsah

srazeni muze byt sledovan spojité méfenim krevniho toku za pouziti
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ultrazvukové sondy, umisténé distainé vagi stendze. Pokus probiha po
injikaci protisrazlivého cinidla celkové 90 minut. Hlavnim pfiznakem
udinnosti je procento doby, po kterou céva zlstane oteviena v prubéhu
90 minutového pozorovani. Bezpecnost rGznych protitrombotickych
ginidel maze byt stanovena u stejnych zvifat za pouziti modelu krvaceni
z ucha, ktery zahrnuje vytvofeni péti zafezl pfes celou Sirku krali¢iho
ucha a méfeni souhrnné zt'réty krve v prib&hu 30 minutového ¢asového
obdobi. To predstavuje sloudeni dvou zvifecich modelld, modelu
prevence arteriarni trombézy s modelem krvaceni z usi, k tomu, aby
pozadovany pocet zvifat mohl byt snizen na 50 %. Takovy model,
navrzeny pro studium prevence arteriarni trombézy, napodobuje klinické

podminky, jako jsou nestabilni angina nebo krvdceni po endarterektomii

karotidy.
Heparinovy oligosacharidovy podil

Uginnost a bezpedénost heparinového oligosacharidového podilu
(oznadovaného zde jako "V21°) byla srovnavdna s nerozdélenym
heparinem, LMWH, hirudinem nebo kontrolou dostavajici fyziologicky
roztok u modelu prevence arteriarni trombézy u kralikd. Testované
slougeniny byly podavany 5 minut pfed vytvorenim arteriarni stendzy a
pfed poskozenim. Pro stanoveni ucinnosti byl méfen tok krve (vyjadieny
jako procenta prichodnosti) v prabéhu 90 minut, zatimco krali¢i model
krvaceni z ucha byl pouzit k méfeni bezpeénosti. Rychle krvaceni bylo
pozorovano v nepfitomnosti protisrazlive latky (SAL, tedy fyziol. roztok)
a pii vysokych davkach heparinu (UFH). V21 a hirudin (HIR) byly
mnohem G&inn&jéi pfi udrzovani prGchodnosti nez LMWH. Jak je
znazornéno na Obr. 7, V21 poskytoval 100% prichodnost v davkach
pasobicich minimalni krvéaceni (dolni cast Obr.7), zatimco hirudin
vykazoval v davkach vyZadovanych pro jeho uginnost mnohem vetsi

nachylnost ke krvaceni.
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Dermatansulfatovy oligosacharidovy podil

U&innost dermatansulfatového  oligosacharidového podilu
(oznadovaného zde jako "H2403") byla testovdana na modelu prevence
arteriarni tromboézy u krélikd a na kréli¢im modelu krvaceni z usi.
Dvacet zvitat bylo rozdéleno do &tyf skupin. Poté jim byly podany
koncentrace od 1 mg/kg do 10 mg/kg H2403 tak, jak je uvedeno v
Tabulce 6.

H2403 vytvafel davkové zavislé  zvySeni prichodnosti.
Prachodnost &inidla 76 az 96 % pro vSechny davky H2403 v rozmezi od
2,5 do 10 mg/kg, ale byla pouze 14% pfi aplikaci davky 1 mg/kg.
Primérna doba do prvni okluze (vytvofeni vméstku) byla 44 az 54 minut
u davkového rozmezi 2,5 az 10 mg/kg H2403, ale pouze 1 minuta u

davky 1 mg/kg.

Ve shodé s témito nalezy byl spojeny krevni tok v aorté v rozmezi
od 160 do 288 ml/hodinu u davkového rozmezi 2,5 az 10 mg/kg H2403,
ale mensi nez 20 mi/hodinu u davky 1 mg/kg. Tok krve se podstatné lisil
u kazdého ze zvirat, coz pfispivalo k velkym standardnim odchylkam.
Ovéem sklon k niz&imu krevnimu toku aortou pfi niz$i davce H2403-123
mtize byt snadno pozorovan u souboru zapist z méfeni u jednotlivych
kralikG, stejné jako u zprimérovanych zépisd. Tyto udaje podporuji
celkovy zavér, ze prlchodnost nastava u-dévky 2,5 mg/kg H2403 a

davek vyssich.

Malé zvy$eni radioaktivity srazenin a cévni stény (od 15 %
srovhavaci hodnoty do 19 %) bylo pozorovano pfi snizeni davky H2403 z
5 mg/kg na 2,5 mg/kg, ovéem velké snizeni (33 % srovnavaci hodnoty)

bylo pozorovano pfi snizeni davky H2403 na 1 mg/kg. Tyto udaje rovnéz
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podporuji celkovy zavér, Ze vyznamné zvy$eni udinnosti nastava u

tohoto modelu pfi davce 2,5 mg/kg H2403 a vy$sich davkach.

Bezpeénost LMWDS byla stanovovana u stejnych kralika za
pouziti modelu krvaceni z u$i. Podani H2403 poskytlo davkové zavislé
zvyeni ztraty krve s vyznamné zvy$enym krvacenim (80 ul a véts$im) pri
davkach vyssich nez 2,5 mg/kg. Udaje tykajici se prichodnosti i okluze
ukazuji, e udinnost LMWDS nastava pfi davkach vétsich nebo

rovnajicich se 2,5 mg/kg.

Souhrnné lze fici, ze na zakladé prachodnosti, doby vytvoreni
okluze, sjednoceného toku krve a ukladani radioaktivné znaceného
fibrinogenu, tedy véech méfenych parametrtl, vykazuje H2403 v modelu
kraligi arteriarni trombézy UGéinnost v davce 2,5 mg/kg nebo vyssi.
Vyznamné zvy$eni krvaceni ovsem nastava pfi davkach vys$sich nez 2,5

mg/kg.
Kombinace V21 a H2403-123 (maticova studie)

Jak bezpeénost, tak i Ucinnost pfipravki V21 + LMWDS byly
testovany na modelu krélici arteriarni tromb6zy a prevence. Sto
novozélandskych kraliki samcl bylo rozdéleno do 20 lé¢enych skupin
po 5 zvitatech (viz Tabulka 7) a poté jim byla podana intravendzni davka
jednoho piipravku V21/LMWDS ve formé bdlusu na skupinu (davkovaci
matice viz Tabulka 8). Poté nasledovala opakovana davka ve formé
spojité infuze, podavané v pribéhu doby, zbyvajici do 90 minut prubéhu

pokusu.

KFivky davkové odpovédi vzhledem ke slozkam V21 a LMWDS

vvvvvv

rozmezi takovych studii smérem k mensim davkam.
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V21 mél lepéi profil G&innosti vzhledem k bezpecnosti nez LMWDS
a pfi testovanych davkach jak V21, tak i LMWDS vykazovaly slabé
kiivky davkové zavislosti pro krvaceni. Pfidavek LMWDS k V21 krvaceni
vyznamné nezvy$il. Aditivni nebo synergické udinky LMWDS na V21

byly pozorovany u Géinnosti, ale nikoliv u krvaceni.

Hmotnost srazeniny, pruchodnost a ztrata krve byly soubézné
testovany pro davkové kombinace V21-LMWDS ve snaze zjistit optimalni
kombinace. Bylo prokadzano, ze ucinné jsou nasledujici poméry
V21:LMWDS: 1:1, 4:1, 5:1. Prlichodnost a ztrdta krve byly testovany u
kombinace 5:1. Prlichodnost byla vy$s$i u kralikl, ktefi obdrzeli
kombinaci V21 : LMWDS v poméru 5:1 nez u kralikd, ktefi obdrzeli
stejnou davku samotného V21 (Obr. 6A), zatimco krvaceni nebylo

zvy$ené (Obr. 6B).
Piiklad 5
Model trombozy u paviana

Studie na pavianech byla provadéna ke stanoveni profild pfinosu
vaéi riziku podavani V21, LMWDS a kombinace téchto ¢inidel. Tento
model zahrnoval stanoveni tvorby akutni trombézy na dakronovém
cévnim transplantatu v prubéhu 60 minut po umisténi do
arteriovendzniho zkratu (Hanson se spoluautory, Arteriosclerosis 3,
595-603, 1985).

Nejprve méla véechna zvifata chronicky vné upevnény zkrat ze
silikonové gumy, chirurgicky umistény mezi stehenni tepnu a zilu. Tyto
zkraty nevytvéiely méfitelnou aktivaci desticek. Pro stanoveni tvorby
trombl byl do systému zkratu zaveden segment testovaci hadic¢ky s
centraing umisténym dakronovym transplantatem (2 cm x 4,0 mm, vnitini

pramér) a vystaven proudéni krve po dobu jedné hodiny. Hadi¢kovymi
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segmenty zkratu jsou standardni silikonové gumy, o vnitfnim praméru
4,0 mm, ktere jsou netrombogenickym materidlem. Tok krve byl udrzovan
na hodnoté 100 ml/minutu svorkou, umisténou distéalné vzhledem Kk
testovanému useku a byl méfen spojité za pouziti ultrazvukového

pratokometru.

Autologni desti¢ky pavianu byly oznadeny prostiednictvim 1 mCi
111 ndium-oxinu. Radioaktivné znaéené aé&innosti byly v praméru vetsi
nes 90 %. Shromazdovani destidek oznadenych 'In bylo méreno
spojité, za pouiiti gama scintilaéni kamery (General Electric 400T).
Udaje byly shromazdovany v pétiminutovych intervalech a byly
analyzovany za pouziti systému poditadového zpracovavani obrazu,
propojeného s kamerou. Celkovy podet ulozenych destiek byl vypoditan
vydélenim radioaktivity ulozenych desti¢ek (pocet impulsu za minutu)
aktivitou ""In-desti¢ek v kompletni krvi (pocet impulst za minutu/ml) a

.,

vynasobenim poctem obihajicich desti¢ek (desti¢ky/ml).

Obsah fibrinu ve v$ech trombech, vytvofenych po 60 minutach
vystaveni transplantatu krevnimu toku, byl méfen nésledovné. Deset
minut pfed iniciaci tvorby tromb& byl zvifatim intraven6zné injikovan
homologni paviani fibrinogen, radioaktivné oznadeny prostfednictvim 5
uCi 2|, Po vystaveni krevnimu toku po dobu 1 hodiny byl trombogenni
dakronovy transplantat dikladné promyt isotonickym fyziologickym
roztokem. Vzhledem k pfekryvu mezi emisnimi spektry "in a |, e
pfed odeditanim aktivity "*°l v trombech za pouziti poéitace gama k

dispozici alespoil 30 dnli pro rozpad "|n (polocas = 2,8 dne).

Celkové nashromézdéni fibrinu se potom vypodita tak, Zze se
ulozena radioaktivita "2l (impulsy za minutu) vydéli radioaktivitou
(impulsy za minutu/ml) fibrinogenu, ktery lze vysrézet a vynasobenim

koncentraci fibrinogenu v ob&hu (v mg/ml), mefenou v kazdém pokusu.




Bezpednost se hodnoti pfimym mé&fenim doby krvéaceni, tak, jak
bylo popséno Hansonem se spoluautory v Arteriosclerosis, 1985, viz

vyse.

Soubézné kontrolni studie byly provadény na 6 neovliviiovanych
zvitatech. Vytvareni trombu na dakronovych transplantatech bylo
posuzovano tak, jak bylo popséno vy$e a doby srazeni (APTT, PT),
aktivita faktoru Xa (stanoveni Spectrozyme; American Diagnostica) a
doby krvaceni (Bt) byly méfeny jak bezprostfedné po umisténi
transplantatu, tak i 1 hodinu poté. Kromé toho bylo pro stanoveni
thrombinovych ¢asl odebrano 0,5 ml citratem ovlivnéné plasmy pavianui

(v kazdém ¢asovém bode).
Studie s V21 a LMWDS

Nejprve byl studovén V21, pocinaje celkovymi davkami 0,5 mg/kg,
1 mg/kg a 2 mg/kg (pficemz 50 % celkové davky bylo podavano ve forme
bolusu a zbytek byl podéavan jako spojita infuse v pribé&hu 65 minut). Pét
minut po podani bolusu byl viozen dakronovy transplantat a sledovani
desticek bylo provadéno dalich 60 minut, po jejichz uplynuti byl

transplantat odebréan a studie byla zakoncena.

LMWDS byl testovan obdobnym zplsobem, pocinaje davkami 2
mg/kg, 5 mg/kg a 10 mg/kg. Pfi davce 2 mgtkg bylo 50 % celkové davky
podano jako bolus a zbytek jako spojitd infuze v prabéhu 65 minut.
Relativni pomér bolusu vaéi LMWDS v infuzi byl nasledné upraven K
dosazeni ustalenych dob sréZeni. Tedy pfi davce 5 mg/kg byly pomeéry
mnozstvi bolus/infuze u dvou paviani 50 %/50 % a 33 %/67 %. Pfi
davce 10 mg/kg byly tyto poméry 20-25 % (bolus)/75-80 % (infuze),
vysledkem ¢&ehoz byly konstantni hodnoty APTT v prubéhu 60 minut

infuze.
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Nasledné bylo podavani V21 a LMWDS kombinovano v davkach
0.5 mg/kg V21 + 0,5 ma/kg LMWDS; 1 mg/kg V21 + 1 mglkg LMWDS; 2
mg/kg V21 a 5 mg/kg LMWDS; a 2 mg/kg V21 a 10 mg/kg LMWDS
(pficemz 50 % davky V21 a 20 % davky LMWDS bylo injikovano jako
bolus a zbytek byl podavan spojitou infuzi v prabéhu 65 minut). Tento
davkovaci rezim poskytoval téméf konstantni hodnoty APTT v pribéhu
60 minutové infuze. Zobrazovani destiékového trombu, doby krvaceni a

laboratorni méfeni rovnéz probihaly tak, jak zde bylo popsano.

Vysledky méfeni tvorby destickového trombu po 60 minutach

vvvvvv

byly srovnany za pouziti Studentova t-testu (two-tailed Student t-test).

vysledky

Uginky V21 na trombézu dakronového transplantatu jsou
znézornény na Obr. 8. Niz8i davka V21, tedy davka 0,5 mg/kg, nesnizila
ukladani desti¢ek pod kontrolni hodnoty, které byly v prameru 2,96 %
0,85 x 10° desti¢ek po 60 minutach vystaveni toku krve. Stfedni davka 1
mg/kg snizila ukladani desticek po 60 minutach o 24 %, zatimco vy$si

davka 2 mg/kg snizila ukladani desti¢ek o 57 % (Obr. 8).

Fibrin byl pdsobenim V21 snizen dévkové zavislym zpusobem. Pfi
nejvy$si davce bylo celkové shromazdovani fibrinu snizeno o 59 % (z
2 54+0,37 mg u kontrol na 1,05£0,52 mg u skupiny, kteréd dostala davku
2 mg/kg). V21 také prodlouzilo APTT davkové zavislym zpusobem na >
200 sekund pfi davce 2 mg/kg. Méfeni PT byla témer neovlivnéna. Doby
krvaceni nebyly u&inkem V21 vyznamné zvysSene, v priuméru Cinily jen
51 minuty u skupiny ovlivnéné davkou 2 mg/kg. Je mozné zminit, ze
jedno zvife ve skupiné dostavajici davku 0,5 mg/kg vykazalo dobu
krvaceni 12 minut; ovéem ve svétle dal$ich pozorovani u této skupiny i u

daldich davkovych skupin se tento vysiedek jevi jako rusivy.
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Uginky LMWDS na tvorbu trombd na dakronovém transplantatu
jsou uvedeny na QObr. 9. V rozmezi davek od 2 do 10 mg/kg nedoslo k
sadnému snizeni ukladani desticek. Podobné LMWDS nesnizil tvorbu
fiorinu na dakronovém transplantdtu, nebo nezkratil dobu krvaceni.
Doby srézeni APTT byly pGsobenim LMWDS prodlouzeny, pfi davce 10
mg/kg pak byly pfiblizné zdvojeny (pramér: 59,1 s bé&hem 60 minut oproti
28,7 s Pre); doby srézeni PT nebyly ovlivnény.

Vysledky, tykajici se tvorby tromb( na dakronovém transplantatu
pfi kombinovaném plsobeni V21 a LMWDS, jsou uvedeny na Obr. 10. V
kombinaci s 2 mg/kg V21 byla dvéma zvifatim (pavianim) zavedena
infuze s 10 mg/kg LMWDS a jedno dal$i zvife obdrzelo davku 5 mg/kg
LMWDS. Vyznamné snizeni ukladani destiCek bylo pozorovano pfi
davce 2 mg/kg V21 + (5-10 mg/kg) LMWDS: ov8em tento ucinek byl
srovnatelny s GUdinkem samotného V21 pfi stejné davce (viz Obr. 8 a 10).
Podobné& bylo snizené ukladani fibrinu, pozorované pfi kombinovanych
lé&bach, srovnatelné se snizenim po podani V21 samotného. Doby
krvaceni byly téméf neovlivnéné. Zatimco hodnoty PT byly pfevaziné
neovlivnéné (prodlouzeni PT o 2 sekundy pfi nejvyssich davkach), APTT
hodnoty byly v praméru > 500 sekund (oproti priméru 269 sekund po

aplikaci samotného V21 v davce 2mg/kg).

Model vyuzivajici pavidny, pouzity v téchto studiich, je modelem s
rychlym krevnim tokem, ktery napomaha rychlému transportu a vyuziti
destiek, ve spojeni s vysoce trombogennim povrchem (dakronovy
transplantat), poskytujicim silny pocatecni podnét. Za téchto podminek
neni tvorba fibrinu rozsahla a protisrazliva &inidla byla obecné neucinna
(napi. standardni heparin, pentasacharid, standardni dermatansulfat).
Pfesto na tomto modelu snizil V21 arteridlni tvorbu destiCek a

fibrinovych trombl o > 50 % bez prodiouZeni doby krvaceni.
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Tabulka 1
podil 1 podil 2 podil 3
Mp (Da) 8 400 8 300 8 000
D 1,3 1,6 1,5
0-2 kDa (%) 0,7 3,2 2,2
2-4 kDa (%) 9,3 18,2 17,2
4-6 kDa (%) 19,0 18,5 19,2
6-8 kDa (%) 20,8 15,3 15,9
8-10 kDa (%) 16,8 11,7 12,4
10-12 kDa (%) 12,5 9,3 9,4
12-14 kDa (%) 8,5 7,1 7.7
14-16 kDa (%) 51 5,0 5,4
> 16 kDa (%) 7,3 11,7 10,6

Tabulka 2

Charakteristiky heparinového oligosacharidového podilu ve

srovnani s heparinem a LMWH

slouc¢enina garze |stfedni [|polydi- | K(AT)| anti-lla|K(ll,)
¢. Mw spersita| nM nM
heparinovy oligosa-| 200899 | 8 050 15 62 100 872
charidovy podil 42192-2| 8 450 1,2 20 67 ---
42182-2| 8 500 1,3
45262-1| 8 500 1,5
nerozdéleny 36H0763| 15000| --- 32 -
heparin (Sigma)
Enoxaparin/LMWH |C900509| 43500 | --- 47 --- ---
(Rhone-Poulenc) 9
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Protitromboticka aktivita dermatansulfatu o nizké

molekulové hmotnosti (LMWDS) samotného nebo v

kombinaci s heparinazovym podilem 8 000 Da ¢i

enoxaparinem v mimotélnim obéhu

LMWDS heparindza | enoxaparin | doba do | spotieba vychozi
selhani | fibrinogenu| ACT
filtru

ug/ml ng/mi ug/ml minuty % sekundy

250 - - > 90 9 349

220 - - > 90 15 336

200 - - 65 82 342

100 1 - > 90 9 320

80 1 - > 90 13 316

60 1 - 70 81 273

50 2 - > 90 7 308

50 1 - 45 85 296

25 3 - 85 62 339

25 2 - 75 72 288

50 - 3 80 85 294
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Tabulka 4
Protitromboticka aktivita LMWDS(50 pg/ml) v kombinaci s 2
ug/ml heparinazového, dusitanového nebo jodistanového

podilu &i s 2 pg/ml enoxaparinu v mimotéinim obéhu

pripravky doba do spotreba vychozi
selhani fibrinogenu | ACT,
filtru, minuty % sekundy

LMWDS a heparinaz. podil > 90 11,2 292

8 450

LMWDS a podil kys. dusité > 90 16,6 299

7 700

LMWDS a jodistanovy podil 45 85,4 256

10 100

LMWDS a enoxaparin 85 80,5 260

Tabulka 5

Srovnani protitrombotické aktivity enoxaparinu heparinazou

pfipraveného podilu v mimotéinim obéhu

¢inidlo davka | doba do spotieba
wg/mi selhani fibrinogenu ||
filtru, minuty %
enoxaparin 10 25 82
20 70 65
30 > 90 33
heparinéz. podil (8450 Da) 10 > 90 11
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Lécené skupiny

skupina H2403 H2403 pocet zvirat
bolus, i.v. infuze, i.v.

1 10 mg/kg 10 mg/kg 5

2 5 mg/kg 5 mg/kg 5

3 2,5 mg/kg 2,5 mg/kg 5

4 1 mg/kg 1 mg/kg 5

Tabulka 7
Lééené skupiny

skupina V-21 LMWDS pocet zvirat
1 fyziol. roztok fyziol. roztok 5
2 0,125 mg/kg - 5
3 0,25 mg/kg - 5
4 0,50 mg/kg - 5
5 2,50 mg/kg - 5
6 - 0,125 mg/kg 5
7 - 0,25 mg/kg 5
8 - 0,50 mg/kg 5
9 0,125 mg/kg 0,125 mg/kg 5
10 0,25 mg/kg 0,125 mg/kg 5
11 0,50 mg/kg 0,125 mg/kg 5
12 2,50 mg/kg 0,125 mg/kg 5
13 0,125 mg/kg 0,25 mg/kg 5
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14 0,25 mg/kg 0,25 mg/kg 5
15 0,50 mg/kg 0,25 mg/kg 5
16 2,50 mg/kg 0,25 mg/kg 5
17 0,125 mg/kg 0,50 mg/kg 5
18 0,25 mg/kg 0,50 mg/kg 5
19 0,50 mg/kg 0,50 mg/kg 5
20 2,50 mg/kg 0,50 mg/kg 5
Tabulka 8

Davkovaci matice

V-21/LMWDS LMWDS (mg/kg)
0,00/0,00 | 0,00/0,125 |0,00/0,25 | 0,00/0,50

0,125/0,00 | 0,125/0,125|0,125/0,25 | 0,125/0,50

V-21
(mg/kg)

0,25/0,00 0,25/0,125 | 0,25/0,25 | 0,25/0,50

0,50/0,00 0,50/0,125 | 0,50/0,25 | 0,50/0,50

2,50/0,00 2,50/0,125 | 2,50/0,25 |2,50/0,50

Pfedkladany vynalez nemé byt ve svém rozsahu omezen zde
popisovanymi specifickymi ztélesnénimi, nebot takova ztélesnéni jsou
zamyslena jako pouze jednotliva dokresleni jednoho aspektu vynalezu a
jakakoli funkéné ekvivalentni ztélesnéni spadaji rovnéz do rozsahu
predkladaného vynalezu. Ve skuteénosti budou z pfedchazejiciho popisu
a obrazka odbornikovi v oboru kromé téch zde popsanych a ukazanych
zfejmé i ruzné modifikace tohoto vynélezu. Takoveé modifikace jsou

zamy$leny jako spadajici do rozsahu pfipojenych patentovych naroku.

Veskeré publikace, patenty a pfihlasky vynalezd, které jsou zde
zmifiovany, jsou zde zadlenény jako odkaz ve své Uplnosti ve stejném
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rozsahu jako v tom pfipadé, ze jednotliva publikace, patent nebo
prihlaska vynalezu byla specificky a jednotlivé oznacena za zaclenénou
jako odkaz ve své uUplnosti. Citace kteréhokoliv zde uvedeného odkazu
neni pfipu$ténim toho, Ze by takovy odkaz byl dostupny jako dosavadni

stav techniky pro predkladany vynalez.

Je tfeba uvést, Ze tak, jak jsou pouzity zde a v pfipojenych
patentovych narocich, zahrnuji jednotna &isla vyrazi "takovy"Ci "tento" i

mnozné ¢islo, pokud v8ak ze smyslu textu nevyplyvéa opak.
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PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticky prostifedek, vyznacéujici se tim, Ze
zahrnuje kombinaci (a) alespon jednoho heparinového
oligosacharidového podilu a (b) alespoi jednoho dermatansulfatového

oligosacharidového podilu, pro pouziti jako Iécivo.

2. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 1, vyznacujici
s e t i m, 2e heparinovy oligosacharidovy podil zahrnuje smés
_oligosacharidl ziskanych =z heparinu, charakterizovanych jednou,
dvéma, tfemi, G&tyrmi, péti, Sesti, sedmi Ci vice z nasledujicich

charakteristik:

(a) maji protisrazlivou aktivitu in vitro vzhledem k antithrombinu a
heparinovému kofaktoru Il (HCII),

(b) oligosacharidy jsou pfili$ kratké pro provéazanini thrombinu a
fibrinu, ale maji dostate¢nou vzdalenost pro pfipojeni
antithrombinu nebo HCII k thrombinu;

(c) maji alespofi 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 % nebo 40 %
oligosacharidl s alespon jednou nebo vice z pentasacharidovych
sekvenci;

(d) jsou obohaceny oligosacharidy, majicimi rozmezi molekulové
hmotnosti pfiblizné od 6 000 do pfiblizné 12 OOO, od 6 000 do 11
000 nebo od 6 000 do 10 000;

(e) oligosacharidy maji molekulove hmotnosti maxima priblizné mezi
7 000 a 10 000, 7 500 az 9 700 nebo 8 000 az 9 000;

(f) alespori 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 % nebo 55 % oligosacharidu
ma molekulovou hmotnost vét$i nebo rovnajici se 6 000;

(g) alespon 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, nebo 40 % oligosacharidl
mé molekulovou hmotnost vét§i nebo rovnajici se 8 000,

(h) vykazuji polydispersitu od 1,1 do 1,8; a

(i) maji obdobné aktivity antifaktoru Xa a antifaktoru lla.
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3. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 2, vyznacujici
se tim, ze heparinovy oligosacharidovy podil mé charakteristiky (a),
(b), (c) a (d); (a), (b), (c) a (e); (a), (b), (e) a (f); (a), (b), (e) a (9); (a),
(b), (e), (f), (9), (h) a (i); (b), (c), (e) a(g); (b), (d), (c), (h) a (i); (b), (c),
(d) a (h); (b), (e), (h) a (i); (b), (e), (), (h) a (i); (b), (e), (g), (h) a (i)
nebo (a) az (i).

1

4. Farmaceuticky prostredek podle néroku 2, vyznacujici
se tim, Ze heparinovy oligosacharidovy podil ma jednu nebo vice z

nasledujicich charakteristik:

(a) je obohacen o oligosacharidy v rozmezi molekulové hmotnosti od
6 000 do 10 000 a pruméru v hodnoté pfiblizné 8 500;

(b) je bilou az $edobilou krystalickou pevnou latkou;

(c) je staly pfi teploté mistnosti; a

(d) vykazuje polydispersitu pfiblizné 1,2 az 1,5.

5. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 2, 3, nebo4vyzna-
Sujici se tim, ze dermatansulfatovy oligosacharidovy podil je

charakterizovén jednou nebo vice z nasledujicich charakteristik:

(a) obsah siry je 6,0 % az 10,0 % (hmotnost/hmotnost), |épe 6,0
az 8,0 % (hmotn./hmotn.) a jesté 1épe 6,5 az 8 % (hmotn./hmotn.);
(b) pomér sulfat/karboxyl je 1,2 az 2,5, lépe 1,2 az 2,0, jesté lépe
1,3 az 1,8 a nejlépe 1,3 az 1,6; ’ -
(c) obsah disulfatovaného disacharidu je 20 % az 60 %
(hmotn./hmotn.) a |épe 30 % az 60 % (hmotn./hmotn.) obsahu
monosulfatovaného disacharidu;
(d) aktivita vaci thrombinu zprostfedkovana heparinovym kofaktorem
Il je v rozmezi od 20 do 60 |U/mg a Iépe od 30 do 60 IU/mg.
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6. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 2, 3, nebo4vyzna-
Sujici se tim, ze dermatansulfatovy oligosacharidovy podil je

charakterizovan jednou nebo vice z nasledujicich charakteristik:

(a) je obohacen oligosacharidy o molekulové hmotnosti v rozmezi od
5 000 do 8 000;

(b) je bilou az Sedobilou krystalickou pevnou latkou;

(c) je staly pfi teploté mistnosti; a

(d) vykazuje vétsi nez 6,2% sulfonaci vzhledem ke hmotnosti.

7. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 2, 3, nebo4vyzna-
¢ujici se tim, Ze dermatansulfatovy oligosacharidovy podil
zahrnuje smés dermatanovych polymernich fetézcul, z nichz 90 % nebo
vice vykazuje molekulovou hmotnost v rozmezi pfiblizné 1 600 az 20

000 a molekulovou hmotnost maxima priblizné 4 500 az 8 000.

8. Farmaceuticky prostfedek podle kteréhokoliv z narokd 1 az 7,
vyznadujici se tim, Ze mnozstvi (a) a (b) jsou U€inna pro
uplatnéni synergického uU&inku v prevenci nebo inhibici thrombinove

aktivity ¢i tvorby thrombinu.

9. Farmaceuticky prostifedek podle kteréhokoliv z narokt 1 az 8,
vyznacuijici s e t i m, Zze davky heparinového
oligosacharidového podilu a dermatansulfatového oligosacharidového
podilu jsou alespofi 5x az 10 x nizsi n-eé davky kazdého podl'l_u,
vyzadované k prevenci nebo inhibici thrombinové aktivity &i tvorby

thrombinu u pacienta.

10. Farmaceuticky prostfedek, vyznadcujici se tim, ze
zahrnuje synergicky U¢inné mnozstvi kombinace alespon jednoho

heparinového  oligosacharidového podilu a alespof  jednoho
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dermatansulfatového oligosacharidového podilu ve farmaceuticky

prijatelném nosici.

11. Farmaceuticky prostredek podle naroku 10, vyznacujici
s e tim, ze farmaceuticky pfijatelny nosi¢ je upraven pro poskytnuti
synergicky U¢inného mnozZstvi podild k prevenci nebo inhibici

thrombinové aktivity &i tvorby thrombinu u pacienta.

12. Kombinaéni |é¢ba k prevenci nebo inhibici thrombinové
aktivity &i tvorby thrombinu u pacienta, vyznacéujici se tim, ze
zahrnuje podavani u¢inného mnozstvi (a) alespon jednoho heparinového
oligosacharidového podilu a (b) alesporl jednoho dermatansulfatového

oligosacharidového podilu pacientovi.

13. Kombinaéni |é¢ba podle naroku 12, vyznadujici se

t i m, Ze tento zpUsob poskytuje synergickou aktivitu.

14. Kombinaéni 1é¢ba podle naroku 12 nebo 13, vyznadujici
s e t i m, ze heparinovy oligosacharidovy podil a dermatansulfatovy

oligosacharidovy podil jsou podavany soudasné nebo oddélené.

15. Kombinaéni Iééba podle naroku 12, 13 nebo 14, vyznacu -
jici se tim, Zeheparinovy oligosacharidovy podil zahrnuje smés
oligosacharid( ziskanych z heparinu, charakterizovanych jednou,

dvéma, tremi, C&tyfmi, péti, Sesti, sedmi ¢&i vice z nasledujicich

charakteristik:

(a) maji protisrazlivou aktivitu in vitro vzhledem k antithrombinu a
heparinovému kofaktoru Il (HCII);

(b) oligosacharidy jsou pfili§ kratké k provazéani thrombinu a fibrinu,
ale maji dostateénou vzdalenost pro pfipojeni antithrombinu nebo

HCII k thrombinu;
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maji alespofl 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 % nebo 40 %
oligosacharidd s alespon jednou nebo vice z pentasacharidovych

sekvenci;

(d) jsou obohaceny oligosacharidy, majicimi rozmezi molekulove

(e)

)

(h)
(i)

hmotnosti pfiblizné od 6 000 do pfiblizné 12 000, od 6 000 do 11
000 nebo od 6 000 do 10 00Q0;

oligosacharidy maji molekulové hmotnosti maxima pfiblizné mezi
7 000 a 10 000, 7 500 az 9 700 nebo 8 000 az 9 0QOC;

alespon 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 % nebo 55 % oligosacharidu
ma molekulovou hmotnost vétsi nebo rovnajl’ci se 6 000; v
alespoil 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, nebo 40 % oligosacharidu
ma molekulovou hmotnost vétsi nebo rovnajici se 8 000;
vykazuji polydispersitu od 1,1 do 1,8; a

maji obdobné aktivity antifaktoru Xa a antifaktoru lIla.

16. Kombinaéni |é8ba podle naroku 15, vyznacujici se
t i m, ze heparinovy oligosacharidovy podil ma charakteristiky (a), (b),
(c) a (d); (a), (b), (c) a (e); (a), (b), (&) a (); (a), (D), (&) a (9): (a), (b),
(e), (f), (@), (h) a (i); (b), (c), (&) a (g); (b), (d), (c), (h) a (i); (b), (c), (d) @
(h); (b), (e), (h) a (i); (b), (&), (), (h) a (i); (b), (e), (), (h) a (i); nebo (a)

az (i).

17. Kombinaéni |1&&ba podle kteréhokoliv z narokl 12 az 16, vy -
znadujici se tim,ze dermatansulfatovy oligosacharidovy podil je
charakterizovén jednou nebo vice z néasledujicich charakteristik:

(a) obsah siry je 6,0 % az 10,0 % (hmotnost/hmotnost), Iépe 6,0
az 8,0 % (hmotn./hmotn.) a jesté lépe 6,5 az 8 % (hmotn./hmotn.);
(b) pomér sulfat/karboxyl je 1,2 az 2,5, lépe 1,2 az 2,0, jeste Iépe

1,3 az 1,8 a nejlépe 1,3 az 1,6;

(c) obsah disulfatovaného disacharidu je 20 % az 60 %

(hmotn./hmotn.) a l1épe 30 % az 60 % (hmotn./hmotn.) obsahu

monosulfatovaného disacharidu;



(d) aktivita vaéi thrombinu zprostfedkovana heparinovym kofaktorem
Il je v rozmezi od 20 do 60 [U/mg a lépe od 30 do 60 1U/mg.

18. Kombinaéni lééba podle kteréhokoliv z narokd 12 az 16, vy -
znadéujici se tim, ze dermatansulifatovy oligosacharidovy podil
zahrnuje smés dermatanovych polymernich fetézcl, z nichz 90 % nebo
vice vykazuje molekulovou hmotnost v rozmezi priblizné 1 600 az 20

000 a molekulovou hmotnost maxima pfiblizné 4 500 az 8 000.

19. ZpUsob inhibice nebo prevence thrombinové aktivity nebo
tvorby thrombinu u pacienta, vy zn a Sujici se tim, Ze se
pacientovi, ktery to potfebuje, podavaji v kombinaci synergicky uéinna
mnozstvi alespoil jednoho heparinového oligosacharidového podilu a

alespof jednoho dermatansulfatového oligosacharidoveho podilu.

20. Pouziti prostfedku nebo kombinacni lecby podle kteréhokoliv z
pfedchézejicich narokd pro prevenci a/nebo zlep§eni zavaznosti
choroby, piiznakd choroby a/nebo pravidelnosti opakovani choroby,

spojené s nadbytkem tvorby nebo aktivity thrombinu.

21. Pouziti prostfedku obsahujiciho kombinaci (a) alespon jednoho
heparinového oligosacharidového podilu a (b) alespon jednoho
dermatansulfatového oligosacharidového podilu pro vyrobu |éCiva K

prevenci nebo inhibici thrombinové aktivity ¢i tvorby thrombinu.

22. Pouziti synergicky Uéinnych mnozstvi alespon jednoho
heparinového  oligosacharidoveho  podilu  a alesport  jednoho
dermatansulfatového oligosacharidového podilu pro vyrobu
farmaceutického prostfedku k prevenci nebo inhibici thrombinové

aktivity ¢i tvorby thrombinu.
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23. Farmaceuticky prostiedek podle kteréhokoliv z
pfedchazejicich narokl, vyznadcujici se t i m, ze je ve formé

sady.
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Obr. 6A

WDN studie souhrnné prichodnosti v %

na modelu prevence thromboézy a krvaceni
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WDN studie souhrnné ztraty krve béhem 30 minut

na modelu prevence thrombézy a krvaceni
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Srovnani uéinku heparinu, LMWH1, V21
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br. 9
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Obr.10
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