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Descriere:

Prezenta inventie se referd la domeniul medicinei, in special la unele metode de inhibare a formarii de
trombi prin administrare de anticorp fibrino-specific, la metode de tratament al starilor trombotice,
compozitii farmaceutice si truse utilizate in astfel de metode.

Cheagurile de sange sau trombii se formeaza in locurile traumatizarii vaselor sanguine. Manifestarile
clinice ale trombozei patologice sau afectiunii trombotice sunt extrem de diverse si includ tromboza venelor
profunde (TVP), tromboza arteriald si venoasd. Tromboembolia si complicatiile trombotice ale unei alte
afectiuni vasculare, de exemplu ateroscleroza, rezultd cu obstructia arterelor principale, cauzind ischemia
organelor insotitd de stdri critice iminente pentru viatd, cum este accidentul vascular cerebral (ictusul),
infarctul miocardic etc.

Rolul sistemului de coagulare este de a furniza o matrice insolubild de fibrind pentru stabilizarea si
fixarea dopului plachetar, care se asambleazi pe structura subendoteliald a leziunii vasului in locul traumei.
Coagularea reprezintd un proces de amplificare, care include un lant de reactii enzimice consecutive in care
proenzimele (factorii sistemului de coagulare a singelui) se activeazd secvential cu formare de enzime
active. Formarea matricei de fibrind din fibrinogenul circulant este rezultatul acestei cascade de reactii
enzimice consecutive, rezultdnd cu formarea imediatd a unei enzime - trombina, care produce conversia
fibrinogenului pand la fibrind, reticulata apoi de Factorul XIIla cu formare de trombi.

Consecutivitatea reactiilor poate fi reprezentatd simplificat prin urmatoarele trei etape ale procesului:

Trombina

Etapa 1 - Proteolizd: Fibrinogen ---------=--==-===-----—>

Monomeri de fibrind (DesAA, DessAABB)

+ FPA 5i FPB

e
Etapa 2 - Polimerizare: Monomeri de fibrind = -------------—- —>
Polimeri de fibrina solubili (nereticulati si

reticulati)

Etapa 3 - Coagulare: Polimeri de fibrina solubili ------------- -

Cheag de fibrind insolubil
Terapia antitrombotica tipicd include administrarea unuia sau a mai multor anticoagulanti, cum este

heparina sau cumarina [1]. Acesti anticoagulanti se utilizeazi frecvent, in cazul in care se face incercarea
de a preveni tromboza recurentd la pacientii cu afectiuni vasculare si reocluzia tromboticd acutd dupd
angioplastie.

Dezavantajul principal al utilizarii acestor anticoagulanti sistemici este riscul unei hemoragii sistemice.
Medicii curanti preintdmpind ci "la pacientii care administreazd heparind hemoragia poate sa se producd, in
general, 1n orice loc ".

In plus, s-a constatat ci eficacitatea acestor anticoagulanti in prevenirea reocluziei dupi angioplastie sau
nu se deosebeste de eficacitatea tratamentului placebo, sau este ireproductibild. Astfel avantajul obtinut la
utilizarea acestor anticoagulanti este diminuat atdt de riscul unei hemoragii, cat si de eficacitatea lor
problematicd in prevenirea reocluziei.

Sunt cunoscute numeroase metode biologice si mecanice de reducere a gradului de reocluzie dupd
angioplastie, insa ele nu au manifestat rezultate pozitive stabile. Astfel, un interes crescand se atestd fatd de

livrarea "local-specific" sau "directd" a agentilor antitrombotici in locurile deteriordrii vasului [2].

Livrarea local-specificd a agentilor antitrombotici, utilizind anticorpi directionati pentru componentele
potrivite ale sistemului hemostatic, trebuie sd serveascd pentru localizarea acestor agenti in locul
deteriordrii vasului. Un avantaj al acestei localiziri constd in administrarea unei doze mai mici. Avantajul
secund al localizirii va fi reducerea riscului unei hemoragii sistemice.

fntr-un sir de cazuri s-a constatat ci anticorpii pentru componentele specifice ale sistemului hemostatic
ingisi inhibd polimerizarea fibrinei.

Sunt cunoscuti anticorpi modificati directionati pentru componentele hemostatice, utilizati in clinicd in
calitate de agenti pentru scintigrafia trombilor in situ [3].

Pentru uz terapeutic au fost elaborati anticorpi la fibrind, conjugati cu enzime trombolitice [4]. Conform
acestei comunicari, furnizarea local-specificd a agentului trombolitic pare si aibd o eficacitate semnificativ
crescuta la lizarea cheagurilor.

Sunt cunoscute cercetdrile cu un anticorp monoclonal generat impotriva fibrinogenului, care manifestd o

activitate anticoagulanti "medie" [5].
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Mai sunt cunoscute numeroase metode de preparare si/sau metode de utilizare a anticorpilor

monoclonali specifici fatd de fibrinogen, fibrin sau fati de produsele de degradare a acestora [6].
Cel mai apropiat de esenta prezentei inventii este procedeul de inhibare a formarii de trombi la om ce

include administrarea unei doze eficiente de anticorp monoclonal antifibrinic [7].

Se mai descrie §i o compozitie farmaceuticd care contine anticorp monoclonal antifibrinic si suport
farmaceutic acceptabil sau o trusd care include un anticorp monoclonal antifibrinic si un purtitor
farmaceutic acceptabil.

Insa pentru elaborarea terapeuticii local-specifice sau a profilacticii cu agenti antitrombotici toate aceste
comuniciri sunt de o utilitate redusi sau chiar inutile. In toate aceste cazuri anticorpii sunt transversal-
reactivi fie cu fibrinogenul, fie cu produsele de degradare a fibrinogenului, toti manifestand ubicuitate in
sistemul hemostatic. Oricare anticorp de acest fel, administrat pacientului, trebuie sd se conjuge etans cu
fibrinogenul sau cu produsele de degradare a fibrinogenului si nu va mai fi capabil sd inhibe polimerizarea
fibrinei sau formarea de trombi in locul de deteriorare a vasului sanguin.

Metodele local-specifice de tratament sau profilaxie prin administrarea de astfel de agenti
antitrombotici au o utilitate limitata.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie este extinderea sortimentului de agenti cu activitate
trombolitica.

Prezenta inventie asigurd o metodd complet diferitd de inhibare a formarii de trombi prin utilizarea de
anticorpi monoclonali fibrino-specifici (adicd, cu o reactivitate transversald nesemnificativa cu fibrinogenul
sau cu produsele formate in urma degradarii fibrinogenului sau fibrinei in prezenta plasminei). Inventia se
referd la o metodd de utilizare a anticorpilor monoclonali fibrino-specifici, care, prin surprindere, inhiba
formarea de trombi in locul traumarii vaselor sanguine.

Astfel, inventia propune o metoda de inhibare a formarii de trombi la om ce include administrarea unei
doze eficiente de anticorp monoclonal fibrino-specific, anticorpul monoclonal fiind MH-1 produs de
hibridoma ATCC 9739 sau anticorpul care se conjugd cu acelasi epitop, cu care se conjugd si anticorpul
monoclonal MH-1.

Prezenta inventie mai asigurd o metodd de inhibare a formarii de trombi la om, care cuprinde
administrarea unei doze eficiente de anticorp monoclonal fibrino-specific, administrandu-se in acest caz o
dozd eficientd de un fragment sau derivat al anticorpului monoclonal fibrino-specitic MH-1 produs de
hibridoma ATCC 9739 sau de anticorp care se conjugd cu acelasi epitop, cu care se conjugd si anticorpul
MH-1, fragmentul sau derivatul ciruia contin domeniul de legiturd al anticorpului mentionat.

Metoda de tratament conform prezentei inventii reduce riscul uman de complicatii trombotice
postchirurgicale prin administrarea unei doze eficiente de anticorp monoclonal fibrino-specific, anticorpul
monoclonal fiind MH-1 produs de hibridoma ATCC 9739 sau anticorpul care se conjugi cu acelasi epitop,
cu care se conjugd si anticorpul monoclonal MH-1, sau de fragment sau de derivat de anticorp monoclonal
fibrino-specific MH-1 produs de hibridoma ATCC 9739 sau de anticorp care se conjugi cu acelasi epitop,
cu care se conjugd si anticorpul monoclonal MH-1, fragmentul sau derivatul cdruia contin domeniul de
legaturd al anticorpului mentionat.

Complicatiile trombotice postchirurgicale sunt rezultatul angioplastiei sau al transplantului de organe.

Prezenta inventie mai propune o metoda de tratament al afectiunilor trombotice vasculare la om, care
include administrarea unei doze eficiente de anticorp monoclonal fibrino-specific, anticorpul monoclonal
fiind MH-1 produs de hibridoma ATCC 9739 sau anticorpul care se conjugd cu acelasi epitop, cu care se
conjugd si anticorpul monoclonal MH-1, sau de fragment sau de derivat de anticorp monoclonal fibrino-
specific MH-1 produs de hibridoma ATCC 9739 sau de anticorp care se conjugi cu acelasi epitop, cu care
se conjugd si anticorpul monoclonal MH-1, fragmentul sau derivatul cdruia contin domeniul de legdtura al
anticorpului mentionat.

Exemplele de afectiuni trombotice vasculare includ ictusul, embolia pulmonard, tromboza venelor
profunde, tromboza arteriald sau venoasd, ateroscleroza.

Inventia mai propune o compozitie farmaceutica care contine anticorp monoclonal fibrino-specific i un
purtdtor farmaceutic acceptabil, anticorpul monoclonal fibrino-specific fiind MH-1 neconjugat produs de
hibridoma ATCC 9739 sau anticorpul care se conjugd cu acelasi epitop, cu care se conjugd si anticorpul
MH-1, sau un fragment neconjugat sau derivat de anticorp monoclonal fibrino-specific MH-1 produs de
hibridoma ATCC 9739 sau anticorp care se conjugd cu acelasi epitop, cu care se conjugd si anticorpul
monoclonal MH-1, fragmentul sau derivatul caruia contin domeniul de legatura al anticorpului mentionat.

Prezenta inventie asigurd de asemenea o trusd pentru tratamentul omului, trusa mentionata incluzand un
anticorp monoclonal fibrino-specific §i un purtdtor farmaceutic acceptabil, anticorpul monoclonal fibrino-
specific fiind MH-1 neconjugat, produs de hibridoma ATCC 9739 sau anticorpul care se conjugd cu acelasi
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epitop, cu care se conjugd si anticorpul monoclonal MH-1, sau fragmentul sau derivatul acestuia care contin
domeniul de legitura al anticorpului mentionat.
Inventia se explicd prin desenele din fig. 1-2, care reprezinta:

— fig. 1, incluziunea anticorpului monoclonal MH-1 in amestecul de reactie fibrinogen/coagulare cu
trombind inhib4 atat gradul, cat si marimea absolutd a coagularii. "Fibrinogenul" si "45]" reprezintd reactii
de control;

— fig. 2, incluziunea unei doze crescinde de anticorp monoclonal MH-1 in amestecul de reactie
fibrinogen/coagulare cu trombind rezultd cu cresterea nivelului de inhibare a coagularii. "Fibrinogenul"
reprezintd reactia de control.

S-a determinat surprinzitor cd anticorpul monoclonal fibrino-specific poate inhiba polimerizarea fibrinei
si formarea de trombi. Astfel, anticorpii monoclonali fibrino-specifici pot fi utilizati pentru prevenirea sau
tratamentul oricdrei stdri la om, evolutia cireia poate fi prevenitd sau tratatd prin inhibarea polimerizarii
fibrinei sau formdrii de trombi. De exemplu, anticorpii monoclonali fibrino-specifici sunt utili la
tratamentul oamenilor, care suferd de orice afectiune ce include riscul unei tromboze patologice. Exemplele,
care nu limiteaza lista afectiunilor vasculare, includ tromboza venelor profunde (TVP), tromboza arteriald si
venoasd, ictusul, tromboembolia, embolia pulmonara si complicatiile trombotice ale aterosclerozei.

Anticorpii monoclonali fibrino-specifici sunt utilizati de asemenea pentru tratamentul oamenilor in
cadrul pregitirii pentru proceduri chirurgicale invazive, in timpul sau in perioada de vindecare dupa aceste
proceduri. In descrierea prezentei inventii termenul de "procedurd chirurgicali invazivi" defineste orice
procedurd chirurgicald care poate rezulta cu deteriorarea vaselor sanguine, arteriale sau venoase, cauzand
complicatii trombotice. Exemplele, nelimitdndu-se la lista acestor proceduri, includ angioplastia cu balon si
transplantul de organe (atat naturale, cat si artificiale).

Aditional la anticorpii monoclonali fibrino-specifici, prin metode cunoscute pot fi generate fragmente de
anticorpi, care contin idiotipul (domeniul de legdturd) anticorpului monoclonal fibrino-specific. De
exemplu, asa fragmente includ, insd nu se limiteazi la acestea, (1) fragmente F (ab"),, care pot fi obtinute

prin digerarea cu pepsind a moleculei de anticorp, (2) fragmente Fab', care pot fi generate prin reducerea
puntii disulfide a fragmentului F (ab"); si (3) fragmente Fab' care pot fi generate prin tratarea moleculei de
anticorp cu papaind si cu un agent de reducere. Prezenta inventie asigurd si astfel de fragmente de anticorpi.

Aditional la anticorpii monoclonali fibrino-specifici si fragmentele de anticorpi, prin metode cunoscute
mai pot fi generati si alti derivati ai anticorpilor, care contin idiotipul (domeniul de legaturd) anticorpului
monoclonal fibrino-specific. De exemplu, pot fi sintetizate oligopeptide recombinante i sintetice i analogi
ai acestora, care manifestd acelasi efect de inhibare a formdrii de trombi ca si anticorpii monoclonali
fibrino-specifici sau fragmentele lor. Prezenta inventie asigurd si asa derivati. Alte exemple de utilizare a
oligopeptidelor sintetice cu o consecutivitate bazatd pe regiunea primard de conjugare a anticorpului
monoclonal sunt descrise de Knight L. et al., in J. Nucl. Med., 35 : 282-88,1994.

in sfarsit, inventia asigurd orice echivalent functional al anticorpului monoclonal fibrino-specific,
fragmentului sau derivatului acestora. Termenul "echivalent functional" defineste orice anticorp monoclonal
fibrino-specific, fragment sau derivat al acestora, care este capabil in cantitdti suficiente sa inhibe formarea
de trombi la omul care are nevoie de un astfel de tratament, prin conjugarea cu acelasi epitop cu care se
conjugd anticorpul MH-1.

Alte exemple de preparare si utilizare a fragmentelor de anticorpi sunt descrise de Patham P. et al. in J.
Immunol. Meth., 53: 133, 1982 si Khaw B-A. et. al., in J. Nucl. Med., 34: 2264-68, 1993.

Numeroase din metodele examinate anterior, adoptate pentru obtinerea anticorpilor fibrino-specifici,
erau concentrate asupra imunizirii animalelor cu fragmente de fibrind solubile si peptide sintetice, care

imitd sectoarele neoantigenice accesibile ale fibrinei [Hui K.Y. et al., Science, 222: 1129-32, 1983;
Scheefers-Borchel U. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 7091-95, 1985; Elms M.J. et al., Thromb.

Haemostas, 50: 591-94, 1983; Kudryk B. et al., Mol. Immunol., 21: 89-94, 1984]. Insi se considera ¢ locul
de conjugare a acestor anticorpi este conservat in perioada procesului de degradare a fibrinei si de aceea asa
anticorpi se pot conjuga de asemenea cu produsele de degradare a fibrinei.

Gargan et al. (US 5120834) descriu un procedeu de obtinere a anticorpilor monoclonali din animale
sterile prin imunizarea acestora cu antigenul selectat. Se considera cd avantajul utilizrii sistemului steril,
cu care se produc anticorpii monoclonali, constd in aceea cd un astfel de sistem va manifesta un raspuns
imun destul de accentuat, majordnd probabilitatea determindrii locului de aflare a limfocitului- B, care
produce un anticorp capabil si se conjuge cu epitopul specific al antigenului. S-a determinat ¢ un astfel de
sistem este util, in special, pentru generarea anticorpului cu inaltd specificitate pentru fibrind, avand o
reactivitate transversald redusd sau nuld pentru fibrinogen. Obtinerea unui aga anticorp discriminant este
problematicd, deoarece similaritatea structurala si conformationald dintre fibrind si fibrinogen este estimata
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ca depasind 98%[P10W E.F. et al.,, Semin. Thromb. Haemostas, 8: 36, 1982]. Astfel, numai un procent
nesemnificativ de epitopi din molecula fibrinei sunt in realitate neoantigene (adicd, unici pentru fibrind).

fn US 5120834 se relateazi despre o linie de celule hibridome ATCC Nr. HB 9739, secretoare de
anticorp monoclonal MH-1. Anticorpul monoclonal MH-1 este specific pentru polimerii reticulati si
nereticulati ai fibrinei, insd nu reactioneazd transversal cu fibrinogenul sau cu produsele de degradare
plasmin- derivate ale fibrinogenului sau fibrinei.

MH-1 se purificad conform metodelor descrise in US 5120834. MH-1 se conjugd specific cu fibrind si nu
reactioneaza transversal cu fibrinogenul intr-o testare competitivi. MH-1 nu reactioneaza transversal nici cu
un produs de degradare a fibrinogenului, generat de plasmind, si nici cu un produs de degradare a fibrinei
reticulate derivat de plasmina. Astfel se poate conchide cd: 1) MH-1 recunoaste epitopul moleculei de
fibrind intacte, care nu este prezent sau care nu este expus pe suprafata moleculei precursoare de fibrinogen,
si 2) epitopul este aparent distrus prin digestia cu plasmind a fibrinei reticulate.

MH-1 a fost caracterizat ulterior prin testul Scatchard [Frankel et al., Mol. Immunol., 16: 101-6, 1979],
utilizind anticorpi MH-1 marcati cu "I pentru determinarea afinititii MH-1 pentru fibrini. Valoarea

-10
obtinutd pentru constanta de disociere K4 a constituit 6.7x10 M, valoare ce corespunde unei afinitati de
circa 5000 ori mai mare decat afinitatea activatorului tisular plasminogen pentru fibrind.

Imunoblottingul Western a relevat cd MH-1 nu reactioneazi transversal cu catenele Ao, Bp sau ¥ ale
fibrinogenului. Aceeasi metoda a ardtat cd MH-1 nu reactioneaz transversal cu catenele Ao sau Bf ale
fibrinogenului tratat cu trombind. In plus, testele ELISA au aritat ¢ci MH-1 interactioneazi atat cu fibrina
reticulatd, cat si cu cea nereticulata, afinitatea pentru fibrina reticulata fiind mai mare dintre aceste doua
marimi.

Conform prezentei inventii, anticorpii monoclonali fibrino-specifici sau fragmentele, sau derivatii lor
sunt administrati de oamenii care au nevoie de un tratament pentru inhibarea formarii de trombi. Pentru uz
uman anticorpii sau fragmentele, sau derivatii lor sunt administrati, de preferintd, intr-o formd neconjugata
cu un oarecare agent de marcare cu izotopi radioactivi, trombolitic sau cu alt agent, sau cu o altd moleculd
oarecare, sau cu o parte a ei. Insi metodele propuse de prezenta inventie pot fi de asemenea realizate prin
utilizarea de anticorpi sau de derivati ai acestora, care se conjugd cu agenti de marcare cu izotopi ra-
dioactivi, trombolitici sau alti agenti, sau cu o moleculd oarecare sau cu o parte a ei.

Termenul "suport " se referd la un diluant, excipient sau o umpluturd cu care anticorpul monoclonal
fibrino-specific, fragmentele sau derivatii lui sunt administrati.

Termenul "suport farmaceutic acceptabil” defineste suportul care este confirmat de Agentia Federala de
conducere sau de organele de conducere a statului, sau este inclus in lista farmacopeei SUA sau a altei
farmacopei recunoscute pentru uz in medicina veterinara si, mai concret, pentru uz uman.

Termenul "compozitie antitromboticd" utilizat in prezenta inventie se referd la o compozitie, ce contine
anticorp monoclonal fibrino-specific sau fragment, sau derivatul acestuia $i un suport farmaceutic
acceptabil, care intr-o cantitate suficientd poate inhiba formarea de trombi la oamenii, care au nevoie de
inhibarea mentionata.

Termenul "doza eficienta" utilizat in prezenta inventie se refera la cantitatea de anticorp monoclonal
fibrino-specific sau de fragment sau de derivat al acestuia, care este suficienta pentru inhibarea formdrii de
trombi la camenii care au nevoie de un atare tratament. Doza nu trebuie si fie atit de mare ca sa provoace
diverse efecte secundare, cum sunt reactiile transversale indezirabile sau reactiile anafilactice si altele
asemenea. in general, doza va varia in functie de vArstd, stare, sex si gravitate a bolii pacientului, de
contraindicatii, dacd ele existd, de toleranta imunologicd si de alti factori similari, care sunt determinati de
medicul curant. Cu toate cd doza va varia in functie de un set individual de circumstante, in majoritatea
cazurilor de afectiuni vasculare si in majoritatea cazurilor de interventie chirurgicald, doza va fi determinata
de masa corporald a pacientului, care necesitd tratament, variind in intervalul de la circa 1 pg/kg masi
corporald pand la circa 50 pug/kg masa corporald, mai potrivitd fiind de la circa 5 ng/kg masa corporald pana
la circa 10 ug/kg masa corporala.

Anticorpii monoclonali fibrino-specifici sau fragmentele lor, sau derivatii lor pot fi administrati omului
prin orice modalitate potrivita, inclusiv, parenteral intr-o singura injectare a bolusului, perfuzie continua sau
prin combinarea acestor doud metode. Administrarea poate fi prin infuzie directd cu un cateter, cum este
administrarea intracoronariand, in cazul in care aceasta este indicata.

Pregdtirea preparatelor pentru administrare parenterala include, de exemplu, reconstituirea anticorpilor
monoclonali fibrino-specifici liofilizati sau a fragmentelor, sau a derivatilor lor in solutie fiziologica salind
sterild si fard endotoxine, sau, in linii mai generale, poate include reconstituirea sau dispersarea
anticorpilor monoclonali fibrino-specifici, fragmentelor sau derivatilor acestora in solutii sterile apoase sau
neapoase, suspensii sau dispersii. Exemplele de solventi neaposi includ propilenglicol, polietilenglicol, ulei
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vegetal, cum este uleiul de masline, si esteri organici injectabili, cum este oleatul de etil. Suporturile apoase
includ apa, solutii alcoolice/apoase, emulsii sau suspensii, inclusiv solutie salind si tampon. Suporturile
parenterale includ solutie de clorurd de sodiu, dextroza Ringer, dextrozd si clorurd de sodiu, dextrozd
Ringer lactatd sau uleiuri nevolatile. Suporturile intravenoase includ componente suplimentare lichide si
nutritive, cum sunt cele bazate pe dextroza Ringer si altele similare. Pot fi prezenti de asemenea conservanti
si alti aditivi, de exemplu, agenti antimicrobieni, antioxidanti, agenti de chelare, gaze inerte si altii similari.
Este preferatd forma sterild a compozitiei farmaceutice, conform prezentei inventii, care sd corespunda
setului de standarde ale sterilitatii, acceptate de United States Food and Drug Administration.

Prezenta inventie se referd de asemenea la o trusd farmaceuticd, care contine unul sau mai multe
ingrediente ale compozitiei farmaceutice, conform inventiei, stocate pentru péstrare in acelasi container sau
in containere separate. La astfel de container(e) optional se anexeaza o notitd, dupd forma prescrisa de o
agentie guvernamentald, care regleaza producerea, utilizarea i comercializarea produselor farmaceutice sau
biologice si in aceastd notita se reflectd permisiunea agentiei pentru fabricare, utilizare sau comercializare
pentru administrare umand. Optional la trusele, care contin numai anticorpi liofilizati, sau fragmentele, sau
derivatii acestora, pot fi anexate instructiuni privind suporturile potrivite pentru administrare umand,
pacientilor care au nevoie de un astfel de tratament.

Volumul, durata, regimul si metoda de tratament vor varia in functie de varstd, masa corporald si sexul
persoanei, care necesitd tratament, ct si de tipul si gravitatea bolii, care trebuie vindecatd si se prescrie de
medicul curant in conformitate cu circumstantele concrete. Tratamentul poate fi administrat fie imediat
inainte, In timpul sau dupa oricare procedurd chirurgicald, sau atat inainte, cat si in timpul procedurii, sau
atit in timpul, cat si dupd procedurd, sau Inainte, in timpul si dupd procedurd in functie de circumstante.

De exemplu, in cazul unei proceduri chirurgicale, cum este angioplastia cu balon, deseori se intdmpla ca
la omul bolnav si fie prezentd deja o mare cantitate de cheag de sange dispersat. in aceasti situatie, in
general, va fi potrivitd administrarea unei compozitii antitrombotice imediat dupa efectuarea angioplastiei,
utilizdnd de preferintd o sonda in angioplastie pentru a spala direct partea deterioratd a vasului sanguin cu
compozitia antitromboticd focalizand astfe]l tratamentul numai in acest loc. Aceasta previne pierderea de
compozitie antitromboticd, care poate avea loc, de exemplu, ca rezultat al conjugarii anticorpului cu trombul
in locurile neantrenate.

in cazurile in care procedurile chirurgicale invazive se efectueazi la pacientii care nu prezinti un istoric
de tromboze patologice, in general, este potrivitd administrarea compozitiei antitrombotice fie imediat
inainte, fie in timpul procedurii, decarece existd un risc mai redus de pierdere a compozitiei antitrombotice
prin conjugarea in locurile neatinse.

in plus, in majoritatea cazurilor in care se previd proceduri chirurgicale, timpul, in care existi un risc
inalt de formare de trombi, are tendinta s se limiteze cu finalul procedurii. Asadar, suficient pentru
inhibarea eficientd a formdrii de trombi poate fi numai un numar limitat de tratiri, sau doar o tratare de
duratd suficientd, reducdnd astfel cu mult riscul coaguldrii indus prin interventia chirurgicald, cu toate
riscurile ei pentru pacient.

fn cazul unor afectiuni trombotice cronice regimul de timp, durata si numirul de tratamente
antitrombotice depind, in mare masurd, de diagnosticul starii pacientului pand si dupd tratament si de
raspunsul lui la tratamentul antitrombotic preliminar, care se determind, se controleazi si se evalueaza de
cétre medicul curant.

Eficacitatea tratamentului antitrombotic cu anticorpi monoclonali MH-1 sau cu un fragment, sau cu un
derivat al acestuia poate fi determinatd prin metode standard. Exemplele de astfel de metode includ, dar nu
se limiteazd la cele enumerate: (1) monitoringul angiografic imagistic al fluxului arterial sau venos,
respectiv, in cadrul caruia aparitia obstructiei fluxului respectiv indicd necesitatea unui tratament ulterior;
(2) scintigrafia cu utilizarea anticorpului antitrombotic conjugat cu un izotop radioactiv, cu care se
monitorizeazd mdrimea si localizarea trombului pentru tratament ulterior; (3) monitoringul aparitiei sau
gradului de manifestare a simptomelor clinice, cAnd o amplificare a numarului sau a gravititii simptomelor
poate indica necesitatea administrarii unui tratament ulterior, si (4) misurarea continutului de fibrinogen in
sdngele persoanei, deoarece existd o proportionalitate inversa intre nivelele de fibrinogen si fibrind, cind
reducerea continutului de fibrinogen poate indica la o posibild crestere corespunzitoare a continutului de
fibrind si a polimerizdrii fibrinei, astfel indicAnd necesitatea unui tratament ulterior.

Asadar, avand descrierea generald a prezentei inventii, ea va fi mai usor de inteles, ludnd cunostinta de
exemplul specific, inclus in inventia prezentd numai in scopuri ilustrative, dar nu pentru anumite restrictii.

EXEMPLU DE INHIBARE A COAGULARII IN VITRO

Pentru determinarea influentei anticorpului MH-1 asupra coagularii s-au efectuat numeroase experiente
in vitro. Fibrinogenul uman purificat (Kabi, Chromogenix Co, Ohio) se dizolva in 150 mM solutie salind de
tampon fosfat, pH fiziologic, cu concentratia de 1 mg/ml si circa 100 pl se plaseazi in fiecare alveold din
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planseta pentru microtitrare (Costar). Pentru formarea amestecului de reactie, in fiecare alveold se adaugd
circa 50 pl trombind de bovind cu o concentratie finald de 0.5 NIH unitati/ml. La amestecul de reactie, in
momentul zero, se adaugd circa 50 ul de: (1) anticorp monoclonal MH-1, pani la o concentratie finald de
anticorp de 100 pg/ml; (2) anticorp monoclonal 45] (anticorpul monoclonal 45] reactioneazi transversal cu
fibrina si fibrinogenul, este secretat de linia de celule hibridome ATCC nr. HB 9740, care a fost obtinut
prin procedee conventionale, utilizdnd conventional soareci Balb/c, in care soarecii se imunizeazd cu
fibrind) pand la o concentratie finald de anticorp de 200 pg/ml, sau (3) solutie fiziologica salind. Reactia s-a

efectuat la 37°C timp de 60 minute. Coagularea s-a determinat spectrofotometric la 340 nm, fiecare 2
minute. O crestere a absorbtiei indicd la progresarea coaguldrii. Sfarsitul procesului de coagulare se obseva
sub forma de platou pe curba "absorbtie/ timp".

Din fig. 1 se constatd ci tratarea cu MH-1 inhiba viteza de coagulare, ce se evidentiazd prin inclinarea
mai micd a sectorului initial al curbei de absorbtie/timp pentru amestecul de reactie tratat cu MH-1,
comparativ cu amestecul de reactie de control sau cu 45J, sau salin (fibrinogen). In plus, MH-1 reduce
marimea absolutd a coagularii care se produce, ceea ce se determind dupa nivelul inferior al platoului curbei
pentru MH-1, comparativ cu reactiile de control. Amestecul de reactie de control cu continut de anticorp 45J
(la o concentratie dublda de MH-1) nu exercitd vreo oarecare inhibare a coaguldrii, comparativ cu reactia de
control cu solutie salind. Aceste date confirmd presupunerea ¢ anticorpul monoclonal MH-1 este capabil si
inhibe formarea de trombi.

fn experienta a doua s-a testat efectul diferitelor concentratii de anticorp monoclonal MH-1 asupra
timpului de coagulare, comparativ cu reactia de control cu fibrinogen. Fig. 2 reprezintd profilul reactiei de
coagulare (absorbtie/timp), care indicd o amplificare a inhibdrii reactiei de coagulare cu cresterea
concentratiei de MH-1 in amestecul de reactie (1:1000 = 1 pg/ml; 1:100 = 10 pg/ml; 1:50 = 20 pg/ml; 1:20
=50 pg/ml; 1:10 = 100 pg/ml; Control = Fibrinogen).

DEPOZITAREA HIBRIDOMEI

Liniile de celule hibridome MH-1 si 45J au fost depozitate in American Type Culture Collection
(ATCC) la 9 iunie 1988 cu numerele de acces HB 9739 si 9740, respectiv. Sediul ATCC: 12301 Parklawn
Drive, Rockville, MD. 20852. Anticorpul MH-1 reprezintd un anticorp IgG; cu o catend kappa mica,
interactioneaza transversal atat cu fibrina umana, cét si cu fibrina iepurelui.

Obiectul inventiei nu intentioneazd sd se limiteze numai la scopul depozitarii liniilor de celule
hibridome ATCC nr. HB 9739 sau de anticorp monoclonal MH-1, insd se subintelege cd aceasta este o
singurd ilustrare de anticorp monoclonal fibrino-specific, care inhiba formarea de trombi. Oricare echivalent
functional de anticorp monoclonal fibrino-specific, sau de fragment, sau de derivat al acestuia se include in
esenta prezentei inventii. Prin termenul "echivalent functional " se subintelege un anticorp monoclonal, un
fragment sau un derivat al acestuia, care este capabil sd inhibe formarea de trombi prin conjugarea cu
acelasi epitop, cu care se conjuga anticorpul MH-1.

Prezenta inventie poate fi realizatd in alte forme specifice, fird a se abate de la atributele esentiale ale
ei, deci referinta trebuie ficutd la revendicdrile anexate la descrierea inventiei.

(57) Revendicari:

1. Metoda de inhibare a formarii de trombi, ce include administrarea unei doze eficiente de anticorp
monoclonal, caracterizatd prin aceea cil in calitate de anticorp monoclonal se administreaza anticorpul
monoclonal fibrino-specific.

2. Metodd, conform revendicdrii 1, caracterizata prin aceea ci anticorpul monoclonal fibrino-
specific este MH-1.

3. Metoda de inhibare a formarii de trombi, ce include administrarea unei doze eficiente de anticorp
monoclonal, earacterizati prin aceea ci in calitate de anticorp monoclonal se administreaza un fragment
sau derivat al anticorpului monoclonal fibrino-specific, fragmentul sau derivatul contindnd domeniul de
legatura al anticorpului mentionat.
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4. Metoda, conform revendicdrii 3, caracterizatd prin aceea cd anticorpul monoclonal fibrino-
specific este MH-1.

S. Metoda de tratament al omului pentru reducerea riscului uman de complicatii trombotice
postchirurgicale, ce include administrarea unei doze eficiente de anticorp monoclonal, caracterizata prin
aceea cd in calitate de anticorp monoclonal se administreaza anticorpul monoclonal fibrino-specific.

6. Metoda, conform revendicdrii 5, caracterizatd prin aceea c¢id anticorpul monoclonal fibrino-
specific este MH-1.

7. Metodd, conform revendicarii 5, caracterizatd prin aceea cii complicatiile trombotice
postchirurgicale constituie o urmare a angioplastiei.

8. Metodd, conform revendicdrii S5, caracterizati prin aceea c¢d complicatiile trombotice
postchirurgicale constituie o urmare a transplantirii de organe.

9. Metodd de tratament al omului pentru reducerea riscului uman de complicatii trombotice
postchirurgicale, ce include administrarea unei doze eficiente de anticorp monoclonal, caracterizata prin
aceea ca in calitate de anticorp monoclonal se administreazi un fragment sau derivat de anticorp
monoclonal fibrino-specific, fragmentul sau derivatul continind domeniul de legiturda al anticorpului
mentionat.

10. Metoda, conform revendicdrii 9, caracterizatd prin aceea cd anticorpul monoclonal fibrino-
specific este MH-1.

11. Metodd, conform revendicdrii 9, caracterizati prin aceea cd complicatiile trombotice
postchirurgicale constituie rezultatul angioplastiei.

12. Metoda, conform revendicdrii 9, caracterizatd prin aceea ca complicatiile trombotice
postchirurgicale constituie rezultatul transplantérii de organe.

13. Metodd de tratament al afectiunilor trombotice vasculare, ce include administrarea unei doze
eficiente de anticorp monoclonal, caracterizatd prin aceea ci in calitate de anticorp monoclonal se
administreazd anticorpul monoclonal fibrino-specific.

14. Metodd, conform revendicdrii 13, caracterizata prin aceea ca anticorpul monoclonal fibrino-
specific este MH-1.

15. Metoda, conform revendicarii 13, caracterizatd prin aceea ci afectiunea tromboticd vascularda
este ictusul.

16. Metoda, conform revendicarii 13, caracterizatd prin aceea eii afectiunea tromboticd vasculara
este embolia pulmonara.

17. Metoda, conform revendicarii 13, caracterizata prin aceea ci afectiunea tromboticd vasculara
este tromboza venelor profunde.

18. Metoda, conform revendicarii 13, caracterizatd prin aceea ci afectiunea tromboticd vasculara
este tromboza arteriala sau venoasd.

19. Metoda, conform revendicarii 13, caracterizatd prin aceea eii afectiunea tromboticd vasculara
este ateroscleroza.

20. Metodd de tratament al afectiunilor trombotice vasculare, ce include administrarea unei doze
eficiente de anticorp monoclonal, caracterizata prin aceea ca in calitate de anticorp monoclonal se
administreazd un fragment sau derivat de anticorp monoclonal fibrino-specific, fragmentul sau derivatul
contindnd domeniul de legétura al anticorpului mentionat.

21. Metoda, conform revendicarii 20, earacterizatd prin aceea cd anticorpul monoclonal fibrino-
specific este MH-1.

22. Metoda, conform revendicarii 20, caracterizata prin aceea ci afectiunea tromboticd vasculara
este ictusul.

23. Metoda, conform revendicarii 20, caracterizatd prin aceea ci afectiunea tromboticd vasculard
este embolia pulmonara.

24. Metoda, conform revendicdrii 20, caracterizatid prin aceea ci afectiunea tromboticd vasculard
este tromboza venelor profunde.

25. Metoda, conform revendicarii 20, caracterizatd prin aceea ci afectiunea tromboticd vasculard
este tromboza arteriald sau venoasa.

26. Metoda, conform revendicarii 20, caracterizatd prin aceea ci afectiunea tromboticd vasculard
este ateroscleroza.

27. Comporzitie farmaceuticd, care contine anticorp monoclonal si purtitor farmaceutic acceptabil,
caracterizatd prin aceea cd in calitate de anticorp monoclonal se foloseste anticorpul fibrino-specific
neconjugat, iar compozitia mentionatd este in forma sterila.

28. Compozitie farmaceuticd, conform revendicarii 27, caracterizati prin aceea ci anticorpul
monoclonal fibrino-specific este MH-1.
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29. Comporzitie farmaceutica, care contine anticorp monoclonal si purtitor farmaceutic acceptabil,
caracterizatid prin aceea ci in calitate de anticorp se foloseste un fragment neconjugat sau un derivat de
anticorp monoclonal fibrino-specific, fragmentul sau derivatul contindnd domeniul de legiturd al
anticorpului mentionat, compozitia mentionata fiind in forma sterild.

30. Comporzitie farmaceuticd, conform revendicarii 29, caracterizati prin aceea ci anticorpul
monoclonal fibrino-specific este MH-1.

31. Trusa pentru tratarea omului, care necesita o inhibare a formarii de trombi, ce include un anticorp
monoclonal, caracterizati prin aceea cd in calitate de anticorp monoclonal se foloseste anticorp
monoclonal fibrino-specific sau un fragment al acestuia, sau un derivat al acestuia, care contine domeniul de
legatura al anticorpului mentionat, fiind in forma sterila.

32. Trusd, conform revendicdrii 31, caracterizati prin aceea cd anticorpul monoclonal fibrino-
specific este MH-1.

33. Trusa, conform revendicdrii 31, caracterizati prin aceea c¢d optional contine un purtitor
farmaceutic acceptabil si este in forma sterila.

34. Trusd, conform revendicdrii 33, caracterizata prin aceea ci anticorpul monoclonal fibrino-
specific este MH-1.
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