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pfinejmen3im s jednou modifikaci v jeho kata-

- Iytickém centru, kteraZto modifikace podstat-

. né inhibuje schopnost modifikovaného Fakto-

ru VII aktivovat plazmaticky Faktor X nebo IX.

Takto modifikovany Faktor VII l1ze pouZit pro

piipravu latek zabrafujicich nebo minimali-
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obnovenim krevniho zasobovan{ po ischemic-
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rurgickymi zakroky, mikrochirurgif, operace-
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Zpusob zabranéni tvdrby krevni srazeniny a pouZiti Faktoru VI

Oblast techniky

/
Uvéadény vynalez se tyka novych zplisobl iécby a nového pouziti modifikovanych

forem Faktoru VII, ktery zamezuje tvorbé krevnich srazenin, udrzuje nebo zlepsuje
cévni priichodnost, zlepsuje prutok krve v oblasti myokardu a zmiruje poskozeni

myokardu pfi obnoveni pritoku krve po ischemii.

Dosavadni stav techniky

Tvorba krevnich sraZzenin je proces, ktery se skléda ze sloZitého vzajemneho

. plsobeni rlznych slozek krve, nebo faktorl, které nakonec da vznik fibrinové
srazeniné. Obecn&, krevni komponenty, které se (castni procesu, popsanému jako

- koagulaéni kaskada" jsou proenzymy nebo zymogeny, enzymaticky neaktivni proteiny, .

které jsou preménény v -proteolytické enzymy plisobenim aktivatoru, ktery sam e

- aktivovanym srazecim faktorem. Koagulacni faktory, ktere prodélaly takovouto zménu
.jsou obecné fazeny K ,aktivnim faktorm* a jsou v textu oznadeny pfiponou matého ,a"

(napf. Faktor Vila).

Aktivovany Faktor X (,Xa") je vyzadovan pro preménu protrombinu na trombin,

ktery nasledné zplsobi zménu fibrinogenu na fibrin, ktera je posledni-fazi tvorby

fibrinové sraZeniny. Existuji dva zplsoby, nebo cesty, které podporuji aktivaci Faktoru

X. Jako ,vnitfni biochemickd draha® se oznatuji ty reakce, které vedou ke tvorbé

trombinu pomoci vyuziti faktorl pfitomnych pouze v plazmé. Série proteazami

=

: \zprostfequ\'/anych aktivaci vede nakonec k vytvoreni Faktoru IXa, ktery, ve spojﬁi S

. -'Faktorem Vlila rozétépi Faktor X na Xa. Identicka proteolyza je vysledkem- plsobeni

Faktoru VHa a jeho kofaktoru, tkafnového faktoru, ve ,vnéjsi biochemické draze" srazeni
krve. Tkarovy protein je protein, vazany k povrchu membran, ktery za normainich
podminek necirkuluje v plazmé. Ovsem pii protrzeni cévy se mUze.spojit s Faktorem
Vila a tim katalyzovat aktivaci Faktoru X, nebo aktivaci Faktoru IX za pritomnosti Ca™ a
fosfolipidu (Nemerson a Gentry, Biochem. 25:4020-4033 (1986)). Zatimco relativni
dulezitost dvou zplisoblG koagulace pfi zastaveni krvaceni neni jasna, v poslednich
letech se ukazalo, e Faktor Vila a tkafovy faktor hraji Klicovou roli v regulaci krevni

srazlivosti.
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Faktor VIl je plazmovy glykoprotein, ktery cirkuluje ve stopovém mnoZstvi v krvi

ve formé jednofetézcového zymogenu. Zymogen je katalyticky neaktivni (Williams a
kol., J. Biol, Chem. 264: 7536-7543 (1989); Rao a kol.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
85:6687-6691 (1988)). Jednoretézcovy Faktor Vil mize byt preveden ve dvouretézcovy

Faktor Vlla pUsobenim Faktoru Xa, Faktoru Xlla, Faktoru IXa nebo trombinu in vitro.

Ma se za to, Ze Faktor Xa je hlavnim fysiologickym aktivatorem Faktoru VII. Jako u
nékolika dalsich plasmatickych protein( Uéastnicich se zastaveni krvaceni, je aktivita
Faktoru VIl zavisla na pfitomnosti vitaminu K, ktery je nutny pro g-karboxylaci mnoha
zbytkl glutamové kyseliny, které jsou nahromadény na amino-konci proteinu. Tyto g-
karboxylované glutamové kyseliny jsou nutné pro asociaci Faktoru Vil s fosfolipidy za

pfitomnostj kovu,

- PFeména zymogenu Faktoru VIl v aktivovanou dvouretézcovou-molekulu-se déje =~ -

rozstépenim vnitrni Ipeptidové vazby umisténé pfiblizné ve stfedu molekuly. V lidském

Faktoru VII je aktivacni $tépici misto je mezi Argis:-llesss (Hagen a kol.,, Proc. Nati

-Acad. Sci. USA 83: 2412-2416 (1986); Thim a kol., Biochem. 27: 7785-7793 (1988) obé

citace jsou zde zahrnuty mezi referencemi). Hovézi Faktor VIl je aktivovan rozstépenim
analogické vazby Argis;-lless; (Takeya a kol., J. Biol. Chem. 263: 14868-14877, 1988).

-V pritomnosti tkanového faktoru, fosfolipidd a vapenatych iontl dvoufetézcovy Faktor

Vlla rychie aktivuje Faktor X nebo Faktor IX pomoci omezené proteolyzy.

Casto je nezbytné u pacienta selektivné zablokovat koagulaéni kaskadu. Mohou
byt pouzity antikoagulacni faktory jako heparin, kumarin, derivaty kumarinu, derivaty
indandionu, rebo mohou byt pouzita dalsi Cinidia, napf. béhem dialyzy ledvin, nebo pfi
lécbé—hluboke—zilnitrombdzy,—roztrousené—nitrocévnisrazlivosti(DIC),—nebo_pfi
mnozstvi daldich zdravotnich poruch. Napr. 1éCba heparinem nebo mimoténi aplikace
citratovych iontt (U.S. Patent No. 4,500,309) mohou byt pouzity pfi dialyze k prevenci
srazlivosti béhem leCby. Heparin se také pouziva k prevenci hluboké zilni trombdzy u
pacientd, kteri podstoupili chirurgicky zakrok.

Lécba heparinem a ostatnimi- antikoagulacnimi prostiedky véak mulze mit
nezadouci vedlejsi ucinky. Dostupne antikoagulacnimi prostredky obecné pusobi v
ramci celého téla, spiSe nez aby pusobily specificky v.mistech, kde dochazi ke tvorbé
srazeniny. Napf heparin mize zpUsobit tézké krvaceni. Navic se svym poloéésem
eliminace 80 min. je heparin velmi rychle odbouravan z krve, takze je nezbytne jeho
casté podavani. Protoze heparin pusobi jako kofaktor antitrombinu Il (ATIIN, a AT ll je

velmi rychle odéerpavan pri [écbé DIC, je ¢asto naroéné udrzovat odpovidajici davku




"

[

heparinu, a je nezbytné nepretrzité monitorovat hladiny AT [l a heparinu. Heparin je
také neefektivni v pfipadé, Ze je od@erpavani AT IIl extrémé rychlé. Navic dlouhé
uzivani heparinu mize také zvysit shiukovani krevnich desti¢ek a sniZit jejich mnoZstvi,
je také zahrnut mezi faktory podporujici rozvoj osteoporézy. Derivaty indandionu
mohou také mit toxické vedlejsi ucinky.

Krome antikoagulacénich faktorl strucné popsanych dfive, bylo objeveno nékolik
pfirozené se vyskytujicich protein( s antikoagulaéni aktivitou. Napf. Reutelingsperger
(U.S. Patent No. 4,736,018) isoloval antikoagulacni proteiny z hovézi aorty a cév lidské
pupetnikové Sndry.. Maki a kol. (U.S. Patent No. 4,732,891) objevil lidské -
antikoagulacni proteiny produkované placentou. Navic, AT Ill byl také navrzen za

léCebny antikoagulacni prostfedek (Schipper a kol., Lancet.1 (8069): 854-856 (1978);

- Jordan; U.Srpatent-No. 4,386,025; Bock akol.;"U:S. Patent No. 4 517,294). - ~ ~—" =~

Proliferace bunék hladké svaloviny (SMCs) vcévni sténé je ddlezitym:
okamzikem pri vzniku cévnich poskozeni pii aterosklerdze, po cévni rekonstrukci nebo
jako dusledek jinych cévnich poranéni. Napf. [é¢ba aterosklerdzy ¢asto zahrnuje &isténi
zablokovanych cév angioplastii, chirurgickym otevienim cév nebo redukéni aterektomii,
nebo pfemosténim pomoci Stépu (bypass), coz jsou chirurgické zakroky, pfi kterych
jsou ateroskleroticke platy redukovany nebo odstranény katetrizaci (angioplastie),
sloupnutim ze stény tepny odfiznutim (chirurgické otevieni cév), nebo pfemosténim za
pouZiti priroZzenych nebo syntetickych $tépl. Tyto zakroky odstrani ziini endote!, porusi
podkiadovou vnitrni vrstvu (intima) a vedou k odumfeni SMCs stredni vrstvy. Po téchto
zranénich nésleduje proliferace bunék SMC stfedni vrstvy a jejich migrace do vnitini
v.rstv.y_(.inti,_gna.),_které_se-béiné-obje.vuj‘i_v_nékolika_pr.vnich_tydnechfai-éest-i-mésicich-pc-)
zranéni a’lj:sou ukonceny tehdy, kdyZ je obnovena kryci endotelialni vrstva. U lidi jsou
tato poskozeni tvorena priblizné ve 20 % z bunék a v 80 % z mimobunécné hmoty.

U pfiblizne 30 % nebo vice pacientd lécenych angioplastii, chirurgickym
otevienim cev nebo redukeni aterektomii, nebo pfemosténim pomoci $tépu, zplsobuje
trombosa anebo proliferace SMC v intimé opétovné uzavieni cévy a nasledkem toho
dochazi k neuspechu tohoto chirurgického zakroku. Tento uzavér cévy, nasledujici po
chirurgickém zakroku je oznacovan jako restenosa.

V tomto oboru je neustala potfeba'dokonalejéich prostredkl s antikoagulaéni
aktivitou, ktere mohou byt podavany v relativné nizkych davkach a nemaji nezadouci

vedlejsi Ucinky, které maji tradini antikoagulacni prostiedky. Tento patent uspokojuje
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tyto potfeby tim, Ze poskytuje antikoagulanty, které pasobi specificky v mistech zranéni
a poskytuje jesté dalsi vyhody.

Molekuly modifikovaného Fakioru VIl mohou byt zvlasté uzite€né pro podavani
lidem pfi lé¢bé riznych stavll véetné nitrocévniho krevniho srazeni. Napf. ackoli
hiubokou zilni trombozu a plicni embdlii Ize 1&6¢it béznymi antikoagulanty, zde popsany
modifikovany Faktor VII mlze byt pouZit pro prevenci vzniku tromboembolickych
komplikaci u ur€itych vysoce rizikovych pacientd, jako napf. téch, ktefi podstoupili
chirurgicky zakrok nebo pacientd s méstnavym srde¢nim selhanim. Navic,
modifikovany Faktor VIl mdze pUsobit jako inhibitor tkafiovym faktorem indukovaneho

krevniho srazeni, ¢imz zamezuje tvorbé trombinu a naslednému ukiadani fibrinu. Jako

takovy ‘miZe byt modifikovany Faktor Vil uZitecny pro inhibici .aktivity tkanového

«.-faktoru,.coz.ma za nasledek napf. inhibici krevniho srazeni, trombézu nebo ukladani---- -

krevnich desticek.

Molekuly modifikovaného Faktoru VH mohou byt zvlasté uziteéné pfi 1eceni
hyperplasie vnitini vrstvy nebo opétného uzavieni cévy zplsobené akutnim cévnim
poranénim. Akutni cévni poranéni jsou takova, kterd se objevi nahle (tj. b&hem dnl az.
mésicll), na rozdil od chronickych cévnich poranéni (napf. aterosklerosy), kterd se:
rozviji v prabéhu celého Zivota. Akutni cévni poranéni éasto vznikaji v disledku
chirurgickych zakrokl, jako napf. rekonstrukce cév pfi angioplastice, chirurgickém
otevfeni céy, aterektomii, umisténi cévniho §tépu a podobnych zakrocich.

Hyperplasie mize také vzniknout jako opoZzdéna odpovéd napf. na umisténi
§t&pu nebo transplantaci organu. Vzhledem k tomu, 7e modifikovany Faktor Vil plsobi

selektivnéji nez heparin, obecné vaze jen ten tkanovy faktor, ktery se ukazal v misté
Il

o

poranéni a protoze modifikovany Faktor VII neni¢i ostatni koagulaéni proteiny, bude
efektivnéjéi a bude s mensi pravdépodobnosti nez heparin vyvolavat nezadouci
vedlejSi ucinky jako napf. krvaceni, pokud bude pouzivan profylakticky pfi prevenci
hiuboke cévni trombosy.

Nedavné pokroky v |écbé onemocnéni véncitych cév zahrnuji pouziti
mechanickych zakrokd k odstranéni nebo premisténi prekazejiciho platu
aterosklerotického materialu, aby byl obnoven normaini pritok krve koronarnimi
tepnami. Navzdory pouzZivani riznych forem mechanickych zakrokl, véetné baldnkové
angioplastie, redukéni aterektomie, umisténi cévnich stentd, |&Cby laserem nebo
rotoblatorem, efektivita téchto postupl zUstava omezena priblizné na 40 % opétovného

zUzZeni prasvitu cévy v prubéhu 6 mésicl po 1ecbé.
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T e Opétovné. zzeni prisvitu cévy j&:pravdépodobné vysledkem sloZitych. interakci
bidlogickych procesu;; véetné ukladani-krevnich:desticek.a tvorby krevnichrsrazénin,

vylugovanir chemotaktickych:ax mitogennich faktord*ymigrace aproliferace bunék

_ hladkych cévnich'svall do intimy.cévhich Usekir rozifenych chirurgickym zakrokem s

© rotéZamezenizshlukovahi krevnich desticek v mistech mechanického poranéni mize

- omezit-vznik' opétovného zuzeni-¢év:u;lidi* Lécebné; pouziti monoklonalnich:protilatek

-proti'Gplib/lllakrevnich. désticek je-schopnotomezit. UroveR . vyskytu opétovného zizeni

céviuilidi (Califf a; kol N.-Engl."J> Med:; 330:956-961)(1994)). Protilatka'je"schopna'se

navazatinatreceptors Gplib/llla;inatpovrchu krevnichidestiCek:‘ai timazabranit jejich

shlukovani. “Tytozvysledkytnazhadujiz Z&' zamezeni . shlukovanit krevnich. desticek. na

- misté mechanickétio:poskozenitvénditych-tépen  uilidi je prindsné proicelkové.hojeni:

- Protozes akumulaceskievnich: desticek nastava-vimistechiakutiichy cévnichporaneni;

tvorba trombifiu v téchto: mistech mize byt odpovédna za ‘aktivaci krevnich-desticek/a. -
jejich ndsledné shlukovénia e =5 i Kiw . SUEdRup sodtaowgry badtor oG

ety Jaky Ukazujiz nasledujiciv pfiklady y: modifikovany «Faktor::VI v pfipraveny “podle

tohoto patentu-ma schopnost.se; navazat na tkanovy faktor-na-povrchu bungk. Napt.- - - -4

DEGR:Faktor-Vlla se navazuje na tkanovy:faktor na:'povrchu:bunék se.stejnou nebo
vetsi- afinitou nez pavodni Faktor Vlla. Ackoli DEGR-Faktor Vlla.nema zadnou

enzymatickou: aktivitu,  pfesto:je: schopen navézat: se'na tkafiovy: faktfor a:pusobi.jako

. noo= i — e

Kompetitivi:inhibitor: pdvodnind? Faktoruwlla a timinhibuje nasledné: stupnénvnéjsi

biochemické drahy, krevninoisrazeni: kterd.vede ke tvorbé trombinu.  iviukierty 10A

Riw Mol‘ekE}I‘y 1modifikovaného: Faktoru pVilwkteré’esi zachovavaji «schopnost4vazat

tkanowvy faktor, zamezuji:shiukovani_krevnich_desticek v_mistech_cévniho_poranéni_tim,
ze brani tv‘orbé trombinu a naslednému ukladani fibrinu. -

Vzhledem ke schopnosti DEGR-Faktoru VIl blokovat tvorbu trombinu - a
omezovat ukladani krevnich desticek v mistech nahlého cévniho poranéeni, molekuly
modifikovaného Faktoru VII, které si zachovavaji schopnost vazat tkanovy faktor, ale
na rozdil od Faktoru Vlla nejsou enzymaticky aktivni, mohou byt pouzity k zamezeni
opétovného zuzeni. prasvitu cév.
< MetProstredky obsahujici modifikovany Fakior VI jsou zvlasté uzitecné pfi [é€eni
pacienty - pokud*jsou .zakomponovany do. farmaceutickych prostiedki a mohou byt
podavany jedincUm, ktefi trpi fadou nemoci; a 1é¢it tak stavy souvisici se srazenim
krve: - Takové modifikované:-molekuly Faktoru:VIlz schiopné vazat. tkarovy faktor ale”

majici: velmixsnizenou schopnost katalyzovat aktivaci dal§ich faktor( Ucastnicich se
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procesu srazeni krve, mohou mit delsi eliminaéni polo¢as v plazmé a proto odpovidajici
delSi obdobi antikoagulaéni aktivity ve srovnani s ostatnimi antikoagulanty. Mezi
indikace pro podavani téchto prostfedkﬁ patii ty, které jsou béziné léceny
antikoagulanty, jako napt. hluboka #iini tromboza, plicni embolie, mrtvice, roztrougena
nitrocévni srazlivost (DIC), ukladani fibriny v plicich a ledvinach spojené S gram-
negativni endotoxikdzou a infarkt myokardu. Prostfedky [ze pouzit k odvraceni

opetovného zuZeni prisvitu cév, které se objevuje po mechanickych poranénich cev,

- jako jsou napf. poranéni zpGsobené baldnkovou angioplastii, chirurgickym otevienim

cév, redukéni aterektomii, umisténim stent(, léébou laserem nebo rotoblatorem nebo

takova, ktera se objevi druhotné PO pouZiti cévnich $tépli, stentll, pfemosténi pomaoci

Stépu nebo transplantaci organu, Prostfedky mohou byt také pouzity k zabranéni

~ukladani krevnich-desticek a souvisicich poruch: Tento zplsob-1é¢by, zabranujici napf.

koagulaci, opétovnému zdzeni prasvitu cév nebo ukladani krevnich desticek, obsahuje -
podavani takovych pripravk( pacientovi, které obsahuji modifikovany Faktor VII, jako
jsou ty, které maji alespon jednu aminokyselinovou zéménu v katalytické trojici Serag,,
Aspay; a Hisigs a to v mnozstvi, které je schopno efektivné zabranit koagulaci,
opétovnému zUzeni prosvitu cév nebo ukladani krevnich destiéek. Metody najdou
Vyuziti také pfi 1é¢bé nahlého ucpani véndité tepny u pacientll (napf. pii akutnim
infarktu myokardu), coz zahrnuje poddvani modifikovaného Faktory VI, ktery obsahuje
DEGR-Faktor Vil a FFR-Faktor VI, ve spojeni s aktivatorem tkariového plasminogenu
nebo streptokinasou, a maze urychlit rozpad krevnich srazenin, indukovany tPA.
Modifikovan;}f Faktor VII je doporuéeno podavat’ pfed, soucasné shebo Kratce po
podani trombolytickych ¢inide! jako je napt'. aktivator tkanového plasminogenu.

Mez:ina’rodni Aplikace No. WO 92/15686 se tyka modifikovaného Faktory Vila,
poiynukieovych kyselin a linii savCich bunék, vhodnych pro prbdukci modifikovaného
Faktoru Vila a pfipravkdm obsahujicich modifikovany Faktor Vlia pro zabranéni srazeni
krve.

Mezinarodni Aplikace No. WO 94/27631 se tyka zplsob lééby, které zabranuji
opétovnému zuzeni prdsvity cév, aktivité tkanového faktoru g ukladani krevnich
desticek. ,

Mezinarodni Aplikace No. WO 96/12800 se tyka zpusobu lécby akutniho
uzaveru koronami tepny, ktery zahrnuje podavani pfipravku, obsahujiciho
modifikovany Faktor Vlla ve spojeni s aktivatorem tkafového plasminogenu nebo
streptokinasou.
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Podstata vynalezu

Tento vynalez se tykd zplisobu léCby, ktery brani tvorbé krevnich srazenin u

pacienta a zahrnuje lokalni aplikaci na ta mista cév, ktera jsou nachyina k jejich tvorbé,

- terapeuticky U&innou davkou prostiedku, obsahujiciho Faktor VII, ktery m& provedenu

nejméné jednu modifikaci ve svém katalytickém centru, kterazto modifikace podstatné
omezuje schopnost modifikovaného Faktory VII aktivovat plazmaticky Faktor X nebo
IX. Misto tvorby krevnich srazenin mize souviset s mistem chirurgického zakrokuy,
mikrochirurgického zakroku, angioplastie nebo Urazu.

- Dale se vynalez tyka zpusobu udrzeni nebo zlepseni pruchodnosn cév pamenta ~
ktery zahrnUJe lokalni aphkam na ta mista cév, ktera jsou nachylna ke snizeni
pruchodnosti, terapeuticky Géinnou davkou prostredku, obsahujiciho Faktor VI, ktery
ma provedenu nejméné jednu modifikaci ve svém katalytickém centru kterazto

modifikace podstatné omezuje schopnost modifikovaného Faktoru Vi| aktivovat

. Plazmaticky Faktor X nebo IX. Misto tvorby krevnich srazenin mize souviset s mistem

chirurgického zakroku, mikrochirurgického zakroku, angioplastie nebo trazu.
‘Dale se vyndlez tyka zpusobu prevence nebo nebo minimalizace trazd

myokardu, ktera jsou spojeny s obnovou pritoku krve po ischemickém zéachvatu u

_pacienta, ktery zahmuje podavani prostfedku, obsahujiciho farmakologicky prijatelny

Faktor VII, ktery ma provedenu nejméné jednu modifikaci ve svém katalytlckem centru,

kterazto modifikace podstatné omezuje schopnost modifikavaného Faktoru VI
aktivovat plazmaticky Faktor X nebo IX.

 Déle se vynalez tyka zplisobu légby, ktery zlepSuje pritok krve oblasti myokardu
béhem obnovy pritoku krve u pacienta, ktery zahrnuje podavani prostredku,
obsahujiciho farmakologicky prijateiny Faktor VII, ktery ma provedenu nejmené jednu
modifikaci ve svém katalytickém centru, kierdzto modifikace podstatné omezuje
schopnost modifikovanéhe Faktory Vit aktivovat plazmaticky Faktor X nebo IX.

Ve vyhodném provedeni, modifikace Faktoru Vi zahrnuje reakci Faktoru VIl s
inhibitorem  serin proteasy. Ve vyhodngj$im pfipadé je inhibitorem proteasy
organofosfatova  sloucenina, sulfanyl  fiuorid, halometylketonovy peptid, nebo
azapeptid. V jesté vyhodnéjsim pfipadé je inhibitorem proteazy néktery z téchto
halometylketonovych peptidovych derivatl - Dansyl-Phe-Pro-Arg chiormetylketon,
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Dansyi-Glu-Gly-Arg chlormetylketon, Dansyl-Phe-Phe-Arg chlormetylketon a Phe-Phe-
Arg chlormetylketon, pricems nejvyhodnejsi je Phe-Phe-Arg chlormetylketon.

Vynalez se dale vztahuje pouZitim Faktoru Vil 'ktery ma alespon jednu
modifikaci ve svém katalytickém centru, kterasto modifikace vyrazné omezuje
schopnost modifikovaného Faktory Vi| aktivovat plazmaticky Faktor X a IX, pro vyrobu
prostredku slouziciho k prevenci nebo minimalizaci poskozeni myokardu, spojeného
s obnovou priitoku krve po ischemickém zachvatu. Vynalez se dale tyka pouziti Faktoru
VII, ktery ma alespon jednu modifikaci ve svem katalytickém centru, kterazto modifikace
vyrazné omezuje schopnost modifikovaného faktory VIl aktivovat plazmaticky Faktor X
a IX, pro vyrobu prostiedku slouziciho k zlepsen/ pratoku krve oblasti myokardu béhem
obnovy pritoku krve po ischemickém zachvatu.

- Tento vyndlez poskytuje zplsoby a prostredky pro potlageni zhoubnych jevy, -
spojenych s obnovou pritoku krve po ischemickém zachvatu, Vazna ischemie
zasahujici tkan, organ nebo koncetinu, maze byt zplisobena poklesem pritoku krve a
mUzZe byt spojena s urazem, chirurgickym zakrokem nebo snizenym krevnim tlakem.
Jednou z komplikaci. ktera Je spojena s t&Zkou ischemii je zvySeni hladiny tkanového
faktoru v tepenném systému. Ma se za to, zZe tato zvysena exprese tkariového faktoru
ma za nasledek stimulaci prokoagulacni odpovédi, primarmé v kapilarnim feéisti a tim
iniciuje anebo podporuje tvorbu krevnich srazenin v cevach. Dale de novo tvorba TF
endotelialnimi bufikami uvnité véncitého cevniho systému v priibéhu obnovy pritoku
krve po ischemickém zachvatu, mize vést ke snizeni pratoku krve koronarnimi tepnami
béhem tohoto obdobi, coZz mize vést k ovliviiovani dalsiho osudy ischemického
myokardu, ktery nakonec nekrotizuje. TF antigen a prokoagulacni aktivita Jsou zvyseny
v atereklb"mickych vzorcich, které byly ziskany od pacientG s nestabilni anginou
pecloris, -v- porovnani s pacienty se stabilni anginou pectoris. Ma se tedy zato, se
nestabilni angina pectoris u téchto pacientt mlze byt uspisena objevenim se TF v
subendotelidini tkani velkeé osrdecnikové véngdité tepny, jako disledek pogkozeni
arteriosklerotického platy. To posléze podniti vznik krevni srazeniny uvnitt véngité
tepny a nasledné uplné zamezeni pritoku v koronarnich cévach.

TF mlze také ovliviovat prutok Koronarnimi tepnami i jinak. Po obnoveni
pratoku krve v ischemické tkani se mohou tvofit krevni srazeniny, které bud mohou
nebo nemusi uzavfit cévy. Tvorba krevnich srazenin v tepennem fedisti a ukladani
krevnich destiéek na Krevni sraZeninu, vede k druhotnému vzniku ischemie v'tkéni_

Tvorba krevnich srazenin a pritomnost krevnich destidek mise pak zpusobit vznik a
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uvolnéni mnoha bioaktivnich faktorl, véetné téch, které jsou produkovany pii
koagulaci, jako napf. trombin a Faktor X, stejné jako faktory uvolfiované aktivovanymi
krevnimi destickami. Tyto faktory ovéem mohou indukovat tvorbu faktord dalsich, které
Jsou produkovany burnkami podlozni endoteliaini vrstvy a burikami hladké svaloviny
nebo prilehlymi mononuklearnimi bufikami, jako jsou napf. TNF-alfa a IL-1. Tyto faktory
mohou na oplatku aktivovat endotelidlni burky, coz vede ke zvy$eni hladin rlznych
adheznich molekul spojenych s vazbou monocyt a neutrofilll. Za normélnich okolnosti
nevykazuji endotelialni buriky, které jsou v kontaktu s cirkulujici krvi, Zadnou patrnou

TF aktivitu. Za urcitych okolnosti mohou endotelidini buriky aktivné vyvolat koagulaci

reakci, kterd je podobnd prokoagulalni aktivité TF. Obzviasté bezkyslikové radikaly =~

(oxygen free radicals - OFRs), vytvafené jak exogenné, tak i endogenng, mohou
stimulovat - endotelidlni bunky -vénditého cévniho systému  k tvorbé- a - vyluovani---
vyrazného mnozstvi TF. OFRs jsou vysoce reaktivni druhy molekul, které mohou
napadnout rizné bunécné slozky. Zvy$eni tvorby OFRs nasleduje po obnoveni priitoku
krve po prodeélané ischemii a tyto druhy oxidantd mohou byt odpovédné za specifickou
formu poranéni tkané zpdsobenou pfi obnovovani pratoku krve, dale za peroxidaci tukd
a jiné nevratné zmény bunétnych sloZek. OFRs také dramaticky snizuji aktivitu
inhibitoru tkanového faktoru (tissue factor pathway inhibitor - TFPI), coZ je protein
Kunitzova typu, ktery je syntetizovan endotelidinimi buikami a ktery inhibuje vnéjéi

biochemickou drahu srazeni krve. Tento dvojity efekt OFRs (produkce TF

-endoteliainimi- bufikami a snizeni aktivity TFPI) mlZe -posunout pfirozené

antikoagulaéhi vlastnosti normainiho endotelia do prokoagulaéniho stavu a tim
napomaha aktivaci nezadouciho nitrocévniho srazeni krve. Tedy exprese TF ve
vencitem Jéystému, ktera je zprostredkovana OFR, ma za nasledek znatelné snizeni
pratcku krve véncitym systémem v prubéhu obnovy pritcku krve po ischemickém
zachvatu. Tato exprese TF, zprostfedkovana OFR a doprovazena aktivaci vnéjsi
biochemické dréhy srazeni krve, ma vyznamné disledky, nebot tento jev ma vliv na
patofysicloogii obnovy pritoku krve po ischemickém zachvatu, zvlaété u pacientl s
akutnim infarktem myokardu, ktefi trpi rozpadem krevnich srazenim ve véncitych
tepnach.

Stav, kdy nedojde k obnoveni pritoku krve (non-reflow phenomenon), coz jest
ztrata stejnomérného krevniho zésobovani v soustavé mikrocévek v tkani ktera byla
predtim postizena ischemii, byl poprvé popsén Krugem a kol. (Circ. Res. 1966; 19:57-

62). Ma se zato, ze nejdllezitéjsi Cinitelé, které mohou ovliviiovat osud ischemického
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myokardu jsou velikost postranniho:proudéni krve b&hem ischemie, velikost rizikové
oblasti a poZadavek myokardu na kyslik. -+ -

V poslednini : desetileti “byle.’hodné pozornosti vénovano postuplm 1écby
pacientd- trpicich? akutnim infarktem. myokardu. technikami. obnovujicimi pritok krve,
Véetné koronarni trombolysy; primami’ angioplastrie~nebo obol.* Presto’ ne viechny
studie’prokazaly zlepseni funkce:lévé komory'po znovuzpruchodnéni:tepny’ postizené
infarkterm: V. soucasne dobé znacny pocet pacientd vykazuje stav nizkého pratoku krve
v cévnim ‘fecisti; které byld postizéno. infarktem. ' Ténto  stav znamena:temér : uplnou
‘ztratu-vyhod ziskanych chirurgickyim zakrokem, alespori-co se tyka umrtnosti~U téchto

= #=-=——stavirizkého™ pritoku™ krve e~ predpoKIsda; 26 jSou" dIESpOR CARIeEnE Zplisobieny

neschopnosti’ krve -zridvu  vstoupit- do  celého - cévniho Ysystému« myokardu' dfive

g e - POSHIZENENO-infarktemNyniirse piekvapivé ukdzalo *2e-FV| lai-avliviiujera zvysuje krevni—~ - -

pratok” oblasti-myokardu. v -pribéhu obnovovani* pritoku. krve~Dale bylo ukazano, e
FVliai zpasobuje piekvapivé vyrazné zmengeni oblasti: kde nedojde k obnové pritoku
Krve, i e i, v R N Rt T TR U
Vazba a pfemistovani monocyt a neutrofyld, .uvolfiovani bioaktivnich. slouenin
témito bunkami, véetné tvorby-bezkyslikatych radikall, mdze zhorsit droven aktivace
endoteliainich bunék a-vede k poskozeni. Souhrnné fedeno, pokud kaskada procesU

probiha nekontrolované, mize vést tento stav k systémovym komplikacim a je moznost,

‘28" vyvola selhani rozimanitych organt- Zablokovanim tkanového faktoru- podanim

‘specifickéhio {inhibitoru- vazby- tkafovy faktor/Faktor VI (napf. FFR-FVlla) a tedy

zabloKovanim -iniciace vnejsi biochemické™ drahy srazeni krve, lze zabranit zapoleti

kaskady techto reakci a zmirnit tak rozsah $kodlivych jevi, spojenych s ischémii.a

obnaovou k.:revniho pratoku, jako je napf. odstranéni nebo vyrazné zmenseni poskozeni
: myokardu nebo nekrdzy.

Modifikovany faktor se mulZe vyskytovat bud ve formé zymogenu (t].

-

jednoretézcova molekula) nebo miZe byt rozétépen ve svém aktivadnim mistd Proto
pojmem ,modifikovany Faktor VII, jsou minény jak molekuly modifikovaného Faktoru
VIl, tak molekuly modifikovaného Faktoru Vlla, které vazi tkanovy faktor a zabranuj
aktivaci :Faktoru IX na-.IXa a-aktivaci Faktoru X na Xa. Sekvence Faktoru VIl ma
nejmeéne “jednu modifikaci aminokyseliny; kterazto modifikace je zvolena tak, aby
podstatné  snizovala schopnost aktivovaného Faktoru VI katalyzovat aktivaci
plazmatickych Faktord X nebo IX a tim je schopna zabranit tvorbé krevnich srazenin.

Modifikovany Faktor VIl ma aktivni misto modifikovano nejméné  jednou
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aminokyselinovou substituci a ve své modifikované formé ma schopnost vazat tkanovy
faktor. Slouceniny modifikovaného Faktoru V| jsou obycejné ve znacné Cisté formé.

Ve vyhodneém provedeni modifikace lidského a hovéziho Faktory VI, je
aminokyselinovy zbytek aktivniho mista Sers,, zmenén, a to tak, Ze je nahrazen Gly,
Met, Thr nebo jesté vyhodnéji Ala. Takovou substituci lze udélat samostatné nebo v
kombinaci se substituci (nebo substitucemi) v dalsich mistech katalytické triady, ktera

jeélé zahrnuje H.jS193 a A5p242.

Prostredky obsahujici modifikovany Faktor VIi jsou vhodné pro podavani _

rozlicnym druhdm savcd, hiavné lidem, k zablokovani kaskady srazeni krve.
Modifikovany Faktor VIi Ize podavat pacientim ve spojeni nebo namisto ostatnich
antikoagulacnich slou¢enin. Prostiedky uréené pro podavani lidem obycejné obsahuiji
modifikovanou biikovinu lidského Faktoru VIl-a-farmaceuticky pfijatelné nosice a pufry.
Faktor VIl hraje dileZitou roli v procesech srazlivosti, hlavné téch, které jsou
soucasti vnéjsi biochemické drahy srazeni krve. Je pfitomen v cirkulujici plazmé jako
neaktivni jednofetézcovy zymogen, pokud viak dojde k jeho aktivaci, Faktor Vila ve
spojeni s tkarovym faktorem a vapenatymi ionty aktivuje Faktor X na Xa a Faktor IX na
IXa, pricemz kone€nym vysledkem téchto proces Je vytvoreni fibrinové srazeniny.
Bilkoviny Faktoru VIl maji katalyticka mista, ktera jsou zménéna tak, aby se
snizila katalytickd aktivita Faktoru Vila, zatimco molekula si uchova schopnost vazat se

k tkafovemu faktoru. Molekuly modifikovaného Faktory VI| soutézi s pfirozenym

- Faktorem VIl anebo s Faktorem Vlla o navazani na tkanovy faktor. Vysledkem toho je,

Ze dojde k inhibovani aktivace Faktort X a IX.

Mod’ifikovany faktor mize byt kédovan polynukleotidovou molekulou, obsahujici
dvé operéfivné spojené kodujici oblasti, které kdduji pre-pro peptid a gla doménu
piazmaticke bilkoviny, jejiz funkce je zavisia na pfitomnosti vitaminy K, a dale bilkovinu
Faktoru VIl bez gla domény. P expresi tento polynukleotid koduje molekuly
madifikovaneho Faktoru VI, ktery neaktivuje vyznamné plazmatické Faktory X a IX, a je
schopen vazby ke tkahovému faktoru. Molekuly modifikovaného Faktoru Vil, které jsou
exprimované timto polynukleotidem jsou biologicky ucinnym antikoagulantem, coz
znamena, Ze jsou jsou schopné inhibovat procesy srazent krve a tedy tvorbu
fibrinovych lozZisek nebo sraZenin. Aby doslo k expresi modifikovaného faktoru, je
molekula polynukleotidu vnesena do linii savéich bunek, jako jsou napf. bunééné linie
BHK, BHK 570 nebo 230.
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Katalyticka aktivita Faktoru Vila miZe byt omezena chemickymi obménami
katalytického centra, neboli triady. Obména mdze byt provedena reakci Faktoru VIl s
nevratnym inhibitorem, jakym mulze byt napf. organofosfatova slougenina, sulfonyl
fluorid, halometylketonovy derivat peptidu nebo azapeptid, nebo k ni mize dojit napf.
acylaci. Vyhodné halometylketonové derivaty peptidd jsou mimo jiné PPACK (D-Phe-
Pro-Arg chiormetylketon; (viz. U.S. Patent No. 4,318,904, uvedeny zde jako reference),
D-Phe-Phe-Arg a Phe-Phe-Arg chlormetylketon (FFR-cmk); a DEGRck (dansyl-Glu-
Glu-Arg chlormethylketon).
Katalytickou aktivitu Faktoru Vlla Ize také potladit substituci, inzerci nebo deleci

aminokyselin. Ve vyhodném provedeni jsou zamény aminokyselin uskuteénény v

.sekvenci katalytické triady aminokyselin Faktoru VI, definované zde jako oblasti, které

obsahuji aminekyseliny, pfispivajici ke katalytickému® fiistu” Faktoru VHla.  Substituce, .~

inserce nebo delece v oblasti katalytické triady jsou obvykle pfimo v misté nebo v okali
mista, kde se nachazeji aminokyseliny, tvofici katalytické misto. V lidskych a hovézich
bilkovinach Faktoru VII, tvofi katalytickou triadu aminokyseliny Serag,, ASpPz4z A Hisyes
(index urCuje umisténi v sekvenci). Katalyticka mista ve Faktoru VIl ujinych savéich

druht Ize urdit pomoci dnes dostupnych technik jako jsou mimo jiné izolace bilkovin a

-analyza sekvence aminokyselin. Katalyticka mista mohou byt uréena také porovnanim

sekvence se sekvencemi dalsich serinovych protedz, zviasté chemotrypsinu, jehoz
aktivni misto bylo jiz dfive .urceno (Sigler et al., J:Mol.Biol., 35:143-164 (1968),
uvedeno zde jako reference). Pomoci zminéného porovnani lze urcit aminokyselinové
Zbytky obdob'?nych aktivnich mist.

Amipokysel‘inové substituce, inserce nebo delece aminokyselin jsou provadény
tak, aby iabrénily, nebo. jinak potladily aktivaci Faktor(i X anebo IX Faktorem Vlia.
Takto modifikovany Faktor VIl by si ovéem mél zachovat schopnost soutézit se
skuteCnym Faktorem VIl anebo Faktorem Vila o navazani na tkdnovy faktor ve
srazecim procesu. Takovou kompetici Ize snadno odhalit napf. zde popsanou zkouskou
srazlivosti, nebo kompetiénim vazebnym testem, za pouziti napf. linii bunék, které maji
na svem povrchu tkanovy faktor, jako jsou burky napf. nadorové bunky linie J82 z
mocového mechyfe Cloveka (Sakai a kol. J.Biol Chem. 264: 9980-9988 (1989),
uvedeny zde jako reference).

Aminokyseliny, které tvofi katalytické misto Faktory VII, jako jsou Sersq, Aspa, a
Hisigs U lidského a hovéziho Faktoru Vil mohou byt bud zaménény nebo odstranény. v

tomto vynalezu je davana prednost zaméné pouze jedne aminokyseliny, ¢imz se
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minimalizuje pravdépodobnost zvysené antigenicity molekuly, nebo omezeni jejich
schopnosti vazat tkanovy faktor. | pfesto je mozné provést dvé nebo vice zamén
aminokyselin (substitucemi, adicemi nebo delecemi), rovnéz je mozno také provest
kombinace éubstituce (substituci), adice (adici) a delece (deleci). Ve vyhodném
provedeni je u lidského a hovéziho Faktoru VI| Sersq, prednostné nahrazovan Ala, ale
pro zamenu mohou byt pouzity i Gly, Met, Thr nebo dalsi aminokyseliny. Je vyhodné
zamenit Asp za Glu a zaménit His za Lys nebo Arg. Zamény jsou obecné vybrany tak,
aby-doslo k co nejmensimu poruseni terciaini bilkovinné struktury. Model popsany
Dayhoffem a kol. (v Atlas of Protein Structure 1978, Nat’l Biomed. Res. Found.,

Washington, D.C.), uveden zde jako reference; mize byt pouzit jako navod pfi vybéru

dalSich substituci aminokyselin. Lze provést zameny- zbytk( aminokyselin,- jak.-byly - -

"Popsany vyse, v katalytickém. mist&" sekvence pfislugného’ Faktoru VIl ¢lovéka, skotu =~~~

nebo dalsich druhli a testovat u vyslednych bilkovin pozadovanou hladinu inhibice

Katalytické aktivity a vyslednou protisrazlivou aktivitu, jak zde bylo popsano. U.

modifikovaného Faktoru VII bude katalyticka aktivita vyznamné omezena, katalyticka
aktivita bude obecné nizsi nez 5% aktivity pavodniho Faktoru VI| odpovidajicich druhu,
v lepSim pfipadé méné nez 1%.

Modifikovany Faktor VII Ize produkovat pouZitim technik rekombinantni DNA.
Obecné je klonovana sekvence DNA z puvodniho Faktoru VIl modifikovana tak, aby
kodovala pozadovanou bilkovinu. Tato modifikovana sekvence je pak zabudovana do
~ expresniho vektoru ktery je pouzit k transformaci, neboli je vnesen do hostitelské
bunky. Jako hoshtelske buriky jsou pfednostné pouzivany vys$si eukaryotické bunky,
~ hlavné kultjvovane savéi buiky. Jsou znamy kempletni nukleotidové a aminokyselinové
sekvence"fidského Faktoru VII. Viz U.S. Patent No. 4,784 950, ktery je zde uveden jako
reference, kde je popsano klonovani a exprese rekombinantniho lidského Faktoru Vi,

Sekvence hovéziha Faktoru VI popsal Takeya a kol., J. Biol. Chem. 263:14868-14872

(1988), ktery je zde uveden jako reference.

Zmeny v sekvenci aminokyselin Ize provést rdznymi postupy. Zmény v sekvenci
DNA Ize docilit pomoci mistné-specifické mutageneze. Techniky mistné-specifické
mutageneze jsou v oboru dobre znamy a jSOU popsany napr. v Zoller and Smith (DNA

P ST

3:479: 488, 1984) Tedy pri pouzm nukleotldovych a aminokyselinovych sekvenci

Faktoru VII, mize kazdy provést zménu (zmény) podle viastni volby.
Faktor VII modifikovany timto postupem zahruje takové proteiny, které obsahuji

amino-koncovou oblast (gla doménu) zaménénou za gla doménu jednoho z

" el .t
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plazmatickych proteint, zavislych na pfitomnosti vitaminu K - Faktoru IX, Faktoru X,
prothrombinu, bilkoviny C, bilkoviny S nebo bilkoviny Z. Gla domény plazmatickych
proteind zavislych na vitaminu K jsou charakterizovany pfitomnosti zbytkl gamma-
karboxy glutamové kyseliny a jsou obecné dlouhé od 30 do 40 aminokyselin s C-konci
odpovidajicimi pozicim rozhrani exon-intron v odpovidajicich genech. Zpusoby pro
vytvareni Faktoru VIl s heterologni gla-doménou jsou uverejnény v U.S. No. 4,784,950,
uvedeném zde jako reference.

DNA sekvence pouzivajici se pii vytvafeni modifikovaného Faktoru VIl obycejné
koduji pre-pro- peptid na amino-konci proteinu Faktoru VII, aby byla dosazeno patfiéné

post-translacni zpracovani (napf. gama karboxylace zbytkl kyseliny glutamové) a

- sekrece z hostitelské bunky. Pre-pro- peptid mlze pochazet z Faktoru VIl nebo jiného

vitamin-. K-dependentniho plazmatického- proteinu, jako jsou Faktor X, Faktor X -

protrombin, protein C nebo protein S. Pracovnici se zku$enostmi v oboru zjisti, Ze
v aminokyselinové sekvenci modifikovaného Faktoru VIt Ize provést dal$i zmény, které

neposkodi vyznamné schopnost proteinu fungovat jako antikoagulant. Napr. Faktor VII,

. medifikovany ve své katalytické trojici aminokyselin, mdze byt také modifikovan =

v aktivacnim $tépicim misté, ¢imz se zabrani preméné inaktivni formy (zymogenu)
Faktoru-VIi do jeho aktivni dvoufetézcové formy, jak je obecné popséano v U.S. Patent
5,288,629, uvedeném zde jako reference.

Exprasni vektory pouzivané pro exprimovani modifikovaného Faktoru Vlla budou
obsahovat promoter, schopny fizeni transkripce klonovaného genu nebo cDNA.
Promotory vﬁifhodné pro pouziti v kulturach savéich bunék jsou virové promotory a
bunécné promotory. Virové promotory zahmuiji SV40 promotor (Subramani a kol., Mol.
Cell. Bioll.""1: 854-864, 1981) a CMV promotor (Boshart a kol., Cell 41:521-530, 1985).
ZvI&dté vyhodny virovy promotor je vetky pozdni promotor z adenoviru 2 (Kaufman a
Sharp, Mol.Cell. Biol. 2:1304-1319, 1982). Bunééné promotory zahrnuji promotor
mysiho genu kappa (Bergman a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:7041-7045, 1983) a
mysi Vi promotor (Loh a kol., Cell 33:85-93, 1983). Obzviasté vyhodny je mysSi
promotor pro metalothionein-| (Palmiter a kol., Science 222:809-814, 1983). Expresni

vektory také mohou obsahovat soubor mist pro sestiin RNA umlsteny za promotorem

-~ - M e

PO sméru exprese genu a protl sméru exbrese genu od mlsta kde je vkionovana viastni
sekvence pro Faktor VII. Vyhodna mista pro sestfih RNA Ize ziskat z adenoviru nebo
z imuneglobulinovych gend. Dale je v expresnich vektorech obsazen signal pro

polyadenylaci, umistény po sméru exprese genu od inzeréniho mista. Zvlaéte vyhodné
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polyadenylacni signaly jsou Casny anebo pozdni polyadenylaéni signdl z viru SV40
(Kaufman a Sharp, tamté2), polyadenylaéni signal z oblasti Elb adenoviru 5, terminator
lidskeho genu pro rastovy hormon (DeNoto a kol., Nucl. Acids Res. 9:3719-3730, 1981)

nebo polyadenylacni signal z lidského genu pro Faktor VIl nebo hovéziho genu pro

Faktor VII. Expresni vektory také mohou obsahovat nekddujici leader sekvenci, jako
napf. tripartite leader sekvence adenoviru 2, umisténa mezi promotor a mista pro
sestfih RNA; sekvence pro zesileni transkripce, jako napf. sekvence pro zesileni
transkripce z viru SV40.

Klonované DNA sekvence jsou vneseny do bunék tkanovych kultur savdich
bunék "napfi. transfekci zprostredkovanou fosfatem vapenatym (Wigler a kol, Cell
14:725-732, 1978; Corsaro a Pearson, Somatic Cell Genetic 7;: 603-616, 1981: Graham --

~a Van der-Eb, Virology 52d:456-467, 1973), -nebo elektroporaci (Neumann a kol.,

EMBO J. 1:841-845, 1982). Pro vyhledani a selekci bunék, které exprimuji exogenni
DNA, jsou obecné do bunék spolu -se Zadanym genem ¢&i cDNA vnaseny i geny, které
buhkém “propujCuji  selektovatelny fenotyp (selekéni markery). Vyhodné selekéni
markery jsou geny, které burkam propljéuji resistenci k Ié&ivam jako je neomycin,
hygromycin a methotrexat. Selekéni marker mize byt také mnozivy selekéni marker.
Vyhodny mnozivy selekéni marker je sekvence dihydrofolat reduktazy (DHFR). -

Selekcni markery jsou pfehledné uvedeny v praci Thillyho (Mammalian _Cell

Technology; Butterworth Publishers, Stoneham, MA. uvedené zde jako reference).
Vyber selekénich markerd zavisi na Urovni zkusenosti v oboru.

Selekéni rharkery mohou byt vneseny do bunék na zvl&stnim plazmidu soucasné
se iédanym genem, nebo mohou byt umistény na témze plazmidu. Pokud jsou na
témze plé‘imidu, selekcni marker a Zadany gen mohou byt pod kontrolou rdznych
promotord nebo téhez promotoru, v tomto druhém usporadani je produkovana
dicistronicka mRNA. Konstrukty tohoto typu jsou v oboru znamy (napf. Levinson a
Simonsen, U.S. Patent 4,713,339). MizZe byt také vyhodné pfidat dal$i DNA, zndmou
jako ,nosicova DNA, ke smési, jeZ je vnasena do bunék.

Poté co bunky prijmou DNA, jsou péstovany ve vhodném riistovém méediu,

obycejne 1 az 2 dny, aby zacaly exprimovat zadany gen. Zde pouzity termin ,vhodné
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ristové médium, znamena medium obsahujici ziviny a jine slozky, vyzadované pro rdst
bunék a expresi genu modifikovaného Faktoru VI. Média obycejné obsahuji zdroj
uhliku, zdroj dusiku, esencidlni aminokyseliny, esencidlni cukry, vitaminy, soli,

fosfolipidy, proteiny a ristové faktory. Pro tvorbu gama-karboxylovaného
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modifikovaného Faktoru VII, médium bude obsahovat vitamin K, pfednostné
vkoncentraci 0,1 az 5 mg/ml. Pak je uplatnéna selekce I&&ivy, kterd umozni rist
bunkam, exprimujicim selekéni marker ve stabilni formé U bunék, které byly
transfekovany mnozivym selekénim markerem, se koncentrace selekéniho 1é¢iva mize
zvySovat, aby se selektoval zvy$eny pocet kopii kionovanych sekvenci, tedy i zvysuijici
se hladiny exprese. Klony stabilné transfekovanych bunék se pak testuji na expresi
modifikovaného Faktoru VII.

Vyhodné savCi bunécéné linie jsou COS-1 (ATCC CRL 1650), bun&éna linie
z ledvin novorozenych kfeckd (BHK) a bunéénd linie 293 (ATCC CRL 1573; Graham a

“kol., J. Gen. Virol: 36:59-72, 1977). Vyhodnd BHK bunééna linie je tk' ts13 BHK linie

(Waechter a Baserga, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:1106-1110, 1982 uvedena zde

jako-reference), dale-zde oznacovana jako buriky BHK 570. Bunééna-linie BHK 570

- byla ulozena v Americké typové sbirce kultur (American Type Culture Collection),

12301 Parklawn Dr., Rockwille, MD 20852, pod ATCC piistupovym &islem CRL 10314,
Tato k' ts13 BHK linie je také dostupna v ATCC pod pfistupovym &islem CRL 1632.
Navic Ize pouZit fadu jinych bunécénych linii véetné Rat Hep | .(krysi hepatom; ATCC
CRL 1600), Rat Hep Il (krysi hepatom; ATCC CRL 1548), TCMK (ATCC CRL 139),
bunecna linie z lidskych plic — Human lung (ATCC HB 8065), NCTC 1469 (ATCC CCL

9.1), CHO (ATCC CCL 61) a bunky DUKX {Urlaub a Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA

77:4216-4220, 1980).

Pro produkci modifikovaného Faktoru VIl Ize pouzit technologii transgennich
zvirat. Je vyﬁodné produkovat bilkoviny v miéénych Zlazach hostitelské savéi samice.
Exprese v, mleCnych Zlazach a nasledna sekrece zadané bilkoviny do miéka obchézi
mnoho potizi, se kterymi se setkavame pfi izolaci bilkovin z jinych zdroji. Miéko se
snadno shromazduje, je dostupné ve velkych mnoZstvich a je dobfe biochemicky
charakterizovano. Navic jsou hlavni mlééné bilkoviny pfitomny v mléku ve vysokych
koncentracich (typicky 1 a2 15 g/l).

Z hospodaiskeho hlediska je jasné vyhodnéjsi pouziti jako hostitele druh, ktery
ma vysokou produkci mléka. Zatimco mali Zivocichové, jako jsou mysi a Krysy, mohou

byt pouziti (a je jim davana prednost pii testovani zakladni konstrukce), je vyhodné

e

pouzit savce hospodarského zvifectva, napf. mimo jiné vepre, kozy, ovce a skof, Ovce
jsou zvlaste vyhodné kvdli takovym okolnostem, jako je pfedchazejici historie
transgeneze u tohoto druhu, produkce mléka, cena a snadna dostupnost zafizeni pro

sber ovCiho miéka. Viz WIPO Publication WO 88/00239 pro perovnani faktort majicich
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viiv.na vybér hostitelskych druhd. Je obecné Zadouci vybrat takové plemeno
hostitelskych zvifat, které bylo vySlechténo pro produkci miéka, jako napf.
vychodofriské ovce, nebo pozdéji stakovym plemenem transgenni linii zkfizZit.
V kazdem pfipadé by se mély pouzivat zvirata dobrého a znamého zdravotniho stavu.

Aby byla dosazena exprese v mlécnych Zlazach, pouZiva se transkripcni
promotor miééného proteinu. Geny mléénych proteind zahrnuji geny kc')dujic‘i kaseiny
(viz U.S. Patent No. 5,304,489, uvedeny zde jako reference), beta-laktoglobulin, a- _
laktalbumin a kyselé proteiny syrovatky. Vyhodny je beta-laktoglobulinovy promotor - -
(BLG). Vprlpade ovcuho beta Iaktoglobullnoveho genu se obecne pouzwa oblas_t o

"neJmene 406 bazovych paru bezprostredne sousedici s 57 koncem genu, ackoli jsou

vyhodné i vetsi Casti této oblasti (az do 5 kbp), jako napi. 4,25 kbp DNA fragment,

v 7 zahrujici promotor v 5'-oblasti" a nekddujici ¢ast laktoglobulinového genu — viz
Whitelaw a kol., Biochem J, 286: 31-39 (1992). Vhodné jsou také podobné fragment‘y
promotorové DNA z pochazejici z jinych druhu.

Do konstruktG mohou byt zabudovany také jine oblasti beta-laktoglobulinového
genu, stejne tak jako genomické oblasti exprimovaného genu. Obecné se uznava, ze
napf. konstrukty bez introntl, exprimuji slabéji, ve srovnani s t&mi, které tyto sekvence
obsahuii (viz Brinster a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:836-840 (1988); Palmiter a -
kpl.‘, Proc. Natl. ‘Acad. Sci. USA 88:‘478-482 (1991), Whitelaw a kol., Transgenic Res.
1:3-13 (1991); WO 89/1343 a WO 91/02318, kazdy z nich je zde uveden jako odkaz).

V tomto ohledu se dava prednost, pokud je to mozne, bouiiti takovych genomickych

sekvenci, které obsahuji vechny neba jen nékteré pfirozené introny genu kadujiciho
zadany protein nebo polypeptid, tak je napf. vyhodné zahrnuti pfinejmensim nékterych
. intronl z" beta-laktoglobulinového genu. Jednou takovou oblasti je usek DNA, ktery
. Zajistuje mista pro sestrih intrond a polyadenyllaci RNA, pochazejici z 3 -nekddujici

oblasti ovCiho beta-laktogiobulinového genu. Tento segment ovéiho beta-

LW

laktogiobulinu, pokud nahradi pfirozené 3'-nekodujici sekvence genu, mdze jak zvysit,
tak i stabilizovat urovné exprese Zadanych proteind nebo polypeptidl. Pfi jiném
provedeni je oblast kolem ATG-podatku sekvence modifikovaného Faktoru VI|

R ﬂgmg_;ena odpovidajicimi segvencelm_id_z_genyhspgﬂciﬂglggho_m_l_e_gg_e”h_q proteinu., Takova . e -

zamena poskytne predpokiadané, tkanové specifické iniciaéni prostfedf pro rozsireni
exprese. Je vhodné zamenit celé pre-pro- a 5°-nekddujici oblasti modifikovaného
Faktoru VI, odpovidajicimi sekvencemi napf. genu BLG, tfebaze je mozno zaménit i
oblasti mensi.
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Pro expresi modifikovaného Faktoru VIl v transgennich zvifatech, Gsek DNA
kodujici modifikovany Faktor VIl je operativné pfipojen k daldim DNA Usekdm,
vyzadovanym pro jeho expresi a tvori\ tak expresni jednotky. Takové dal$i Useky
obsahuji vy$e zminény prometor, rovné; tak sekvence zajistujici terminaci transkripce
a palyadenylaci mRNA. -Expresni jednotka dale obsahuje Usek DNA, kddujici sekretni
signalni sekvenci operativné pfipojenou k Useku, kddujicimu modifikovany Faktor VII.
SekreCni signalni sekvence muze byf bud pfirozena sekrecni signalni sekvence

Faktoru VII, nebo muzZe pochazet z jiného proteinu, jako je napf. mlécny protein. Viz

napf. von Helnje Nucl. Acids Res. 14: 4683-4690 (1986) a Meade a kol U.s. Patent

"No. 4 873 316 které | JSOU zde uvedeny jako reference

Kanstrukel expresnich jednotek pro pouziti v transgennich zvifatech je vhodné. -

- provadét vnesenim- sekvence modifikovaného Faktoru VIl do plazmidu nebo fagového~

vektory, obsahujiciho dalSi DNA Useky, tfebaie expresni jednotka mlze byt
konstruovana v podstaté jakoukoli posloupnosti ligaci. Je obzvlasté vyhodné pfipravit
vektor obsahujici DNA usek kodujici mléény protein a zaménit kodujici sekvenci
miécného proteinu sekvenci modifikovaného polypeptidu Faktoru VII, ¢imZ se vytvofi
genova fuze, obsahujici expresni kontrolni sekvence genu pro mlécny- protein.
V kazdém pripadé klonovani expresnich jednotek v plazmidech nebo jinych vektorech
usnadnuje amplifikaci sekvence rnodifikqvanéhg Faktoru VII. Amplifikaei je vhodne
provédét v'bakterialnich hestitelskych bunkach (napf. E.coli),” takZe vektory béziné
obsahuji pocatek replikace a selekéni marker, funkéni v bakterialnich hostitelskych
bufkach.

Expresni jednotka je pak vnesena do oplozeného vajicka (popfipadé c¢asného
embrya) Q'ybraneho hostitelského druhu. Vneseni cizorodé DNA-se muze provést

jednim z nékolika zpiisob, mezi jinymi mikroinjekci (napf. U.S. Patent No. 4,873,191),

infekci retroviry (Jaenisch, Science 240; 1468-1474 (1988)) nebo mistné smérovanou

integraci, vyuzivajici embryonaini kmenové buriky (ES — embryonic stem cells) (piehled

viz. Bradley a kol., Bio/Technology 10: 534-539 (1992)). Vaji¢ka jsou pak implantovana
do vejcovodl nebo délohy pseudogravidnich samic a ponechana se vyvijet do konce

tehotenstw Potomci obsahupt:l vnesenou DNA ve svych zarodecnych bunéénych

liniich, pfenaseji DNA do svého potomstva normalnim, Mendelistickym zpisobem a
umoznuji tak vznik transgennich stad.
Obecné postupy pro pripravu transgennich zvifat jsou v oboru znamy. Viz napf.

Hogan a kol., Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring
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Harbor Laboratory, 1986; Simons a kol., Bio/Technology 6: 179-183 (1988); Wall a kol.,
Biol. Reprod. 32: 645-651 (1985); Buhler a kol., Bio/Technoloqy 8: 140-143 (1990);
Ebert a kol., Bio/Technology 9: 835-838 (1991); Krimpenfort a kol., Bio/Technology 9:
844-847 (1991); Wall a kol., J. Cell. Biochem. 49: 113-120 (1992); U.S. Patent Nos.
4,873,191 a 4,873,316; WIPO publikace WO 88/00239, WO 90/05188, WO 92/11757 a
GB 87/00458, které jsou zde uvedeny jako reference. Techniky pro vnaseni cizorodych

DNA sekveci do savcl a jejich zarode¢nych bunék byly plivodné vyvinuty na mysich,
Viz napr. Gordon a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7380-7384 (1980); Gordon a
Ruddle, Science 214: 1244-1246 (1981); Palmiter a Brinster, Cell 41: 343-345 (1985);
Brinster a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 4438-4442 (1985) a Hogan a kol.,
(tamtéz). Tyto techniky byly. nasledné adaptovany pro pousiti.u vétdich zvifat, véetné
druh(l hospodarského zvifectva (viz napf. WIPO publikace ‘WO 88/00239, WO
90/05188 a WO 92/11757 a Simons a kol., Bio/Technology 6: 179-183 (1988).- Souhme

receno, pfi dosud nejefektivnéjsim zplsobu pFipravy transgennich mysi- nebo

hospodarského zvifectva, je nékolik set linedrnich molekul pfisluéné DNA pomoci
zavedene techniky injikovano do jednoho z predjader oplodnéného vajicka. Muze se
také pouzit injekce do cytoplazmy zygoty.

Take [ze pouzit produkci v transgennich  rostlinach. Exprese mize byt

- generalizovana nebo zaméfena na zvlastni organ, jako je napf. hliza. Viz Hiatt, Nature

-

L T

344. 469-479 (19590); Edelbaum a kol., J.Interferon Res. 12: 449-453 (1992); Sijmons a
kol., Bio/Technology 8: 217-221 (1990) a European Patent Office Publication EP
255,378,

Modiftkovany Faktor VIl se mdze dgistit affinitni chromatografii na sloupci.

S protilétkami proti nému. Zvlasté vyhodné je pouziti monoklonalnich protilatek,
zavislych na vapniku, jak je popsano u Wakabayashi a kol., J. Biol. Chem. 261 11097-
11108, (1986) a Thim a kol., Biochem. 27: 7785-7793 (1988), které jsou zde uvedeny

jako reference. Dal$i purifikace se dé dosahnout vhodnymi chemickymi purifikacnimi

zpusoby, jako je HPLC (high performance liquid chromatography). Jiné zplsoby
purifikace, vCetné precipitace citranem barnatym, jsou v oboru znamy a lze je pouzit

K Cisténi zde popsaného, noveé modlflkovaneho Faktoru Vil {obecne viz_Scopes, R.,

. e T . i o

Protem'Purmcatlon Springer-Verlag, N. Y 1982). Pro farmaceutické Ucely je vyhodny

znacné Cisty modifikovany Faktor Vil, ktery ma homogenitu pringjmensim 90 az 95 % a

jesté vyhodnéjsi je produkt o homogenité 98 az 99 % a vice. Kdyz je purifikovan,
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'_ 4975282 91@_999)@) zde jaﬁg reference. Pripravky mohou byt sterilizovany,béznymi
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Castetné nebo do pozadované homogenity, pak mize byt Faktor VIl pouzit
terapeuticky.

Madifikovany Faktor VIl je $tépen ve svém aktivaénim misté, &imz je preveden
na svou dvouretézcovou formu. Aktivaci Ize provést pomoci zpusobU v oboru znamych,
jako ty, které popsali Osteruda kol., Biochemistry 11:2853-2857 (1972); Thomas, U.S.
Patent No. 4,456,591; Hedner a Kisiel, J. Clin. Invest. 71:1836-1841 (1983) nebo Kisiel
a Fujikawa, Behring Inst. Mitt. 73:29-42 (1983), které jsou zde uvedeny jako reference.

Vysledna molekula je pak upravena na lécivo a podavana, jak je popsano dale.

Prostredky

S'Iouéeniny budou obyéejné-podénvény vodebi 24 hodin pfed provedenim

zasahu. a az 7 nebo vice dni po ném..Podani prostredkd pro pfedchazeni nebo..- -

popsano. Slou¢eniny mohou byt také podany mistné na cévni mista, citliva ke tvorbé

snizenou prtichodnosti. .

Pri- pfedchazeni nebo lé¢eni- poskozeni myokardu, se davka modifikovaného
Faktoru VIt pohybuje v rozmezi 50 mg az 500 mg na den, ¢astéji v rozmezi 1 mg az 200
mg na den a jesté vyhodnéji v rozmezi 10 mg az 175 mg na den pro pacienta vaziciho
70 kg, jak pro uvodni, tak pro udrzovaci davky, zavisejici na vaze pacienta a vaznosti
stavu.

Farmaceuticke prostiedky pro léceni poskozeni myokardu jsou uréeny pro
parenteralni ‘podavani jak pfi preventivnim, tak i I6&ebném pousiti. Farmaceutické
prostredky, Jjsou vyhodnégji podavany parenteralne fj. intravendzné, subkutdnné nebo
intramuskularné. Prostiedky pro parenterdlni podavani obsahuji roztok molekul
modifikovaného Faktoru VII, rozpustenych v pouzitelném nosiéi, s vyhodou se Jedna 0
vodny nosi¢. Je mozno pouzit fadu vodnych nosiél, napf. von, pufrovanou vodu, 0,4%
solny roztok, 0,3% glycin a tak podobné. Molekuly modifikovaného Faktoru VIl mohou
byt upraveny do formy lipozémovych pripravk{ pro cilené podani na zranéna mista.

Ptipravy lipozomd jsou obecné popsany v napf. U.S. 4,837,028, U.S. 4501728 a U.S,

dobre znamymi zpasoby. Vysledné vodné roztoky mohou byt baleny pro pouziti nebo
filtrovany za aseptickych podminek a lyofilizovany, lyofilizované preparaty jsou pak
pred pouzZitim rozpustény ve sterilni vod&. Prostfedky mohou obsahovat farmaceuticky

plijatelne pridavné latky, které jsou vyZadovany pro priblizeni se fyziologickym

“minimalizaci poskozeni myokardu “Ize uskutecnit fadou zplsob(l, jak je zde dale ™~

- srazenin, napf. na mista, kde bylo.provedeno cévni spojeni nebo na cévni mista se

T i by . g
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podminkam, jako jsou ginidla upravuijici pH a pufrujici, Ginidla upravuijici osmaticky tlak
a podobné, napr. octan sodny, mléénan sodny, chiorid sodny, chiorid draselny, chlorid
vapenaty atd. Koncentrace modifikovaného Faktoru VIl v téchto pfipravcich muze
kolisat v Sirokem rozmezi, tj. od méné nez 0,5%, obvykle od nejméné 1 % do az 15
nebo 20 vahovych % a bude vybirana v prvni fadé podle objémtl tekutin, viskozit atd.,
ve shodeé s ur€itym zvolenym zplsobem podavani.

Tedy typicky farmaceuticky prostfedek pro intravendzni infuzi by mé! obsahovat
250 ml sterilniho Ringerova roztoku a 10 mg modifikovaného Faktoru VIi. Skute¢né
zpUsoby pfipravy parenterainé podavanych sloucenin jsou znamy nebo zrejme

pracovnikim se zku$enostmi v oboru a }SOU detaﬂnep popsany napr. v Remmgton

- Pharmaceutical-Science, 16. vydani, Mack Publishing Company, Easton. PA (1982),

kterd je zde uvedena jako reference.

Prostredky, obsahujici molekuly modifikovaného Faktoru VII, mohou byt

- podavany jak za ucely preventivnimi, tak za acely |éebnymi. Pi léCebnych aplikacich’

L4

P

jsou prostredky podavany pacientovi, ktery jiz trpi- nemoci, jak je vyse popséano,

-V mnozstvi.postaéujicim pro 1é¢eni nebo pfinejmensim zastaveni vyvoje nemoci a jejich

pravodnich projevil. MnozZstvi postaduijici k dosazeni tohoto vysledku je definovano jako
»terapeuticky ucinna davka,. Toto Ucinné mnozstvi bude zaviset na zavaznosti nemoci
nebo poranéni a na vaze a vieobecném stavu pacienta, ale obecné se naléza
v rozmezi od 0,05 mg az do 500 mg modifikovaného Faktoru VIl na den pro pacienta o
vaze 70 kg, pfiCemz byvaji bézné pouzivany denni davky od 1,0 mg az do 200 mg
modifikovaného Faktoru VII. Musime -mit na paméti, e materidly uvadéné v tomto
vynalezu Ize obecné vyuZit pfi vaZnych nemocech nebo stavech poranéni, tedy pfi
Zivot ohroéujicich nebo potencialné Zivot ohrozujicich situacich. V takovych pripadech,
se zfetelem na minimaini obsah ciiorodych latek a to, Ze modifikovany Faktor VI
nevykazuje u lidi imunogenicitu, je mozno a dokonce mlze byt o$etrujicim |ékafem
povazovano za Zzadouci, podavat znacné nadbytky téchto prostredkd, obsahuijicich
modifikovany Faktor VII.

Pri preventivnich aplikacich jsou prostiedky, obsahujici modifikovany Faktor V|

podavany pacuentow mtl;vemu K nemoci, nebo Jlﬂak ohrozenému nemoci nebo

— —— a4 arm

poranénim, aby byly podporeny vlastni pacientovy protisrazlivé schopnosti. Takové
mnozstvi definovano jako ,preventivné Gcinnag davka,. Pri tomto typu pouziti, presné

mnozstvi opét zavisi na pacientovu zdravetnim stavu a véze, ale obecné se naléza
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v rozmezi od 0,05 mg az do 500 mg pro pacienta o véze 70 kg, béznéji od 1,0 mg az do
200 mg na 70 kg télesné vahy.

Mohou 'se provadét jednotliva nebo opakovana podani prostredkd, pficemz
urovné davek a Casovy pribéh bude uréen osetfujicim lékarem. U ambulantné
lécenych pacientl, vyzadujicich denni udrzovani hladiny, muze byt modifikovany
Faktor VIl podavan kontinualni infuzi, napf; pomoci prenosné pumpy.

Mistni podavani medifikovaného Faktoru VIl jako takového, napf. mistni podani

modifikovaného Faktoru VIl na.cévni mista citlivd k tvorbé krevni srazeniny, (napf. -

mista, kde byla provedena cévni spOJenl) nebo na ceévni mista nachylna ke snizené

. h e

prichodnosti, ze provadét napr pomom spreje“ perfuzu dvontyml balonkovym| katetry :

~ stenty, zadlenénymi do cévnich §tépu, nebo hydrogely, pouzivanymi jako poviaky

baldnkovych katétri; ¢i jinymi, zavedenymi zpisoby. V-kaidém pfipadé by mély

farmaceutické pripravky poskytnout takové. mnozstvi modifikovaného Faktoru Vi,

- pfipraveného podle tohoto vynélezu. které je dostatecné pro Ucinné lé¢eni pacienta. -

Popis obrazkii

Qbr. ¢.1 ukazuje konstrukci expresniho vektoru pro’ Sers®Ala modifikovanou -

'DNA sekvenci Faktoru Vil. Pouzité symboly jsou: 0-1, 0-1 mapové jednotky sekvence

adenoviru 5 E, enhancer z viru SV40; MPL, velky pozdni promotor adenoviru 2. S§,
soubor mist pro sestfih; pA, signal k polyadenylaci z SV 40 v pozdni orientaci.

Obr, c2 ukazuje vliv injekce DEGR-Faktoru Vila na tvorbu krevni srazeniny
(uklédani krevnich destiéek) v aorté paviana s provedenym mechanickym poskozenim,
% porovnanl s kontrolou oSetfovanou pomom soineho roztoku. Tepny byly méfeny Po
dobu 60 minut. DEGR-Faktor Vlla vyznamné potlacuje vyvoj krevnich srazenin
bohatych na krevni desticky u tohoto modelu akutniho cévniho poskozenl u primata.

Obr. €.3 ukazuje vysledky ziskané u bunék hladkého svalstva paviana, které
byly inkubovany se zvy$ujicimi se koncentracemi bud FVIla (prézdné ctverecky), nebo

DEGR-FVlla v pfitomnosti konstantniho mnozstvi FVila (5nM) (pIné cCtverecky). Uroven

- aktivace FX byla poté uréena za pouziti chromogenniho substratu $-2222. Hodnoty

jsou vyjadreny jako procenta amidolyticka aktivity, namérené v pritomnosti samotného
5nM FVila.
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Obr. ¢.4 zobrazuje velikost plochy vnitini vrstvy u paviani ktefi prodélali
mechani,ckéjppékgz,eni:‘kar'otidygaﬁ lecbu, DEGR-Faktorem ‘Vlla po dobu 7 nebo 30 dni,
-V porovnani s-kontrolnimi zvifaty.

Obr. ¢.5 ukazuje pomér velikosti vnitfni vrstvy k velikosti vnitini + stiedni vrstvy

§ sstehenni. tepny; pav:ana ktery podstoupﬂ poranéni balénkem a fecbu DEGR-Faktorem
i{k _Vlla pricemz kontrolni skupina zahrnovala S cév, pii 7-denni 1é¢bé bylo zkoumano 11
é :cév a pfi SOJdepmJecpg.byiyﬁ ;lgqumany, 2.cévy (n= pocet zkoumanych cév).

i

- Obr.,€.6.ukazuje_protokol:pokusu; kde.byl. méfen-?rozsah yinfarktu;(1S), oblast.ve
ktere nedoslo k*obnovem prutoku krve (NR) oblast rizika (AR)“* pr‘c')tm[qmgir_\‘ovy cas (E"T) -

vty

e
s

T adP'?% Castec_r}eﬁkt.!ya@? tromboplastinu (@PTT). « 4 - ryp, R

Qbr, &.7, ukazuje, diagram velikosti. infarktu.na. kP.n‘?!_«. obdobi; obnovy, krevniho

-

v gbratoku, . vyjadfené .jako, procento,oblasti, s rizikem,.infarktusve # tfech :lé&ebnych
o TR R - o ma pa o e pw i S e ey W oy T R A s

-skupinach, pficemZ tyto.tfi Ié¢ebné skupiny.jsou zvifata, 1é¢ena FFR-Faktorem Vlla,

e e P T S AT e b S i
B i

- Faktorem Vila a solnym.roztokem. V.kaZdem ze sloupci je-vynesen.primér -hodnot. -
-ziskany z osmi zvirat tSD. SV ) _
Qbr. €.8 ukazuje diagram oblasti, ve které nedoslo k obnoveni krevniho
zasobeni (NR) na konci obdobi obnovy krevniho pratoku, vyjadreného jako procento
oblasti s rizikem infarktu (zvifata IééenéFFR-Faktorem Vlla, Faktorem Vlla a solnym

‘ roztokem) V kazdem ze sioupcu Je vynesen primér hodnot 2|skany Z osmi zvirat + SD.

By . g

[ P

: pr&toku krve (Jako procento Ieve srdecm komory LV), ktera byla pro - kazde Zvire
. vypomtana pomom rovmce mnohonasobne;lmeaml regrese a skutecné pozorovanou
velikosti oblash bez obnoveného pritoku krve (vyjadreno jako procento z LV).

Obr c1O \ukazuje.diagram krevniho .prutoku oblasti- myokardu (RMBF) pro
myokard postizeny ischemii poﬁdobu 20 min. a dale.po 10 min. a 2 hodinach po

obnoveni pr-‘L_thQkujkrve.

-

- Obr. ¢.11 ukazuje vliv FFR-Faktoru Vlja a Faktoru Vila na protrombinovy Cas
(PT) a dobu Castecné aktivace tromboplastinu (aPTT).

Tl et e cnear, vy Cutare w0 . STk,

. * y
- BT T SO STREN
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Nasledujici pfiklady jsou uvedeny jakozto ilustrace, nikoli jako omezeni oblasti

pusobnosti vynalezu
Pfiklady provedeni vynalezu

Prikiad 1. Exprese Sersu®Alass Faktoru Vil

Pro vytvoreni Sers.®Ala Faktoru VII s mutovanym aktivnim mistem, byl plazmid
FVII(565+2463)/pDX (U.S. Patent No. 4,784,950, uvedeny zde jako citace; uloZeny

v Americké typové sbirce kultur (American Type Culture Collection) pod pristupovym

- Cislem 40205) stépen Xba | a Kpn | a by! izolovan vysledny fragment 0,6 kb, obsahujici

kddujici oblast pro serin 344. Tento fragment by} klonovan do'M13mp19 §tépeného Xba
|, Kpn | jak je ukézano na Obrazku. Tato manipulace a nasledujici kroky popsané dale
byly brovedeny podle standardnich postupl (popsanych 'napf. v Maniatis a kol.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1982) uvedeny zde jako reference).

Mutageneze byla provedena na templatu M13 podlel metod Zoliera a Smitha, za
pouziti mutagenniho oligonukleotidu ZC1656 (5" TGG GCC TCC GGC GTC CCC CTT
37) a ,univerzalniho, druhého primeru ZC87 (5° TCC CAG TCA CGA CGT 3. Reakéni
produkty byly roztfidény pomoci kinazovaného oligonukleotidu ZC 1656. Pozitivni plaky
byly vypichér]y a byla pripravena DNA matrice, které byla sekvencovana od Pst | mista
na 1077 do mista Kpn | na 1213. Sekvenéni analyza potvrdila pfitomnost poZadované
mutace. Mutovany klon byl oznacen 1656,

Za :pouéiti klonu 1656 byl konstruovan expresni vektor. Mutovana sekvence byla
z M13 vektoru izolovana Jako 0,14 kb fragment Pst I-Kpn |. Tento fragment byl ligovan k
1,7 kb Hind lll-Xba | fragmentu z FVII(565+2463)/pDX, 0,5 kb Xba 1-Pst | fragmentu z
FVII(565+2463)/pDX a 4,3 kb Kpn I-Hind Il fragmentu z FVII(565+2463)/pDX, jak je
ukazéno na QObrazku. PFitomnost pozadované mutované sekvence byla potvrzena
Stepenim mutovaného a plivodniho klonu pomoci Pst | a mutovaného inzertu Faktoru
VIl v M13 pomoci Kpn | a Xba |, pfipravenim Southernovych biot(l z takto stépené DNA
a hybridizaci bloti s radioaktivné znacenym oiigonukieotidem ZC1656.

Tkanova linie ledvinnych bunék z novorozenych kieckd BHK 570 (ulozena
v Americke sbirce kultur (American Type Culture Collection) pod pristupovym cislem

402095) byly transfekovany dvéma izolaty (oznadeny #544 a #545) expresniho vektoru
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1656. Bunky byly piipraveny zfedénim souvisle narostié 10 cm plotny BHK 570 1:10 na
pet 10 cm ploten v neselektivnim médiu (Eaglovo médium modifikované podle
Dulbecca [DMEM], obsahujici 10% fetalni hovézi sérum a 1% PSN - smés antibiotik
[GIBCO Life Technologies, Gaithersburg, MD]). Po 24 hodinach, kdyz bunky dosahly

20 az 30 % souvislého narustu, byly kotransfekovany jednim izolatem expresniho

-vektoru kodujiciho mutaci 1656, plazmidem p486 (obsahujici Adenovirus 5 ori, SV40

enhancer, Adenovirus 2 vétsi pozdni .promotor, Adenovirus 2 trojditnou dvoedni
sekvenci, 5" a 3 sestfihova mista, DHFR" cDNA a SV40 polyadenylaéni signal v pML-1
(Lusky a Botchan, Nature 293:79-81, (1981)) a 10 mg nasiCové DNA (sonikovana DNA

z lososiho spermatu), jak je ukézano v Tabulce 1. DNA byla pfiddna do 15 ml

.. zkumavky, pak bylo pfidano 0,5 ml 2x Hepes (25 g Hepes, 40 g NaCl, 1,8 g KCl, 0,75 g

Na,HPO,2H;0 ‘a 0,5 g dextrézy, zfedéno do 2,5 litru .destilovanou vodou a pH

upraveno na 6,95 az 7,0) a zkumavky byly promichany. DNA v kazdé zkumavce byla.

- srazena pfidanim 05 ml-0,25 M CaCl,, pficemz byl tento DNA/Hepes roztok

probublavan vzduchem pomoci -Pasteurovy pipety. Zkumavky byly pak vortexovany
inkubovany pfi teploté mistnosti ‘15 min. a znovu vortexovany. Smési DNA pak byly po -

kapkach pomoci Pasteurovy pipety pfidany na plotny s bufikami. S plotnami bylo rychle

. zakrouzeno a inkubovany pfi 37 °C po dobu 4 az 6 hodin. Po inkubaci byly ke kazdé

misce pridany 2 ml 20% glycerolu zfedéného v Tris-NaCl (0,375 g KCi, 0,71 g
Na;HPO, 2H;0, 8,1 g NaCl, 3,0 g Tris-HCI, 0,5 g sacharézy, zfedéno v celkovém
objemu 1 litr a pH upraveno na 7,9). S plotnami bylo rychle zakrouzeno a ponechany
pri teploté mi;tnosti 2 min. Médium bylo pdté Z misek odebrano a nahrazeno 2 ml Tris-
NaCl. Plotny byly ponechany 2 min. pfi teploté mistnosti, pak byl Tris-NaCl odebran a
nahrazen"'*IO mi nese_lektivniho média. Plotny byly inkubovany pfi teploté 37 °C dva
dny..
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Tabulka 1
Transfekce®
544 545 944 kontrola | 545 kontrola
Jméno plazmidu

klon 544 15 ml - 15 ml ---

Klon 545 - 30 m --- 30 mi |
N p486 1,5 mi 1,5 mi -
nosicova DNA 1,6 mi 1,6 ml C16ml 1,6 ml

* Pouzité koncentrace DNA byly: Klon 544: 0,7 mg/ml; klon 545: 0,3 mg/m|

p486: 1,48 mg/ml.

Po dvou dnech inkubace byly buiky rozfedény v selektivnim médiu (DMEM
obsahujici 10% dialyzova.né fetalni hovézi serum, 1 % smési antibiotik PNS a 150 nM
methotrexéty) a vysety vredenich 1:100, 1:250 a 1:500 na velké plotny. Plotny byly
inkubovényhﬂpﬁ 37 °C jeden tyden. Po tydnu bylo médium vyménéno, nahrazeno
selektivnim médiem a u ploten kontrolovéana tvorba kolonii.

Po daiéich osmi dnech, po tvorbé Kolonii, bylo ndhodné vybrano z transfekénich
ploten #5%}"’4 a #545 s redenim 1:500 dvacet kolonii. Kazdy klon byl vyset do jedné
jamky na Sestijiamkové plotné a péstovan v selekti.vnim médiu. Po sedmi dnech byly

plotny souvisle narostlé a kazdy klon byl rozdélen na 10 c¢m plotny se selektivnim
médiem. _

Vyse popsané klony a kontrolni buriky transfekované tak, aby exprimovaly
plvodni typ Faktoru VIl byly metabolicky oznadeny smési, znadici proteiny, s *S-
Metionin-Cystein (NEN DuPont Biotechnology Systems, Wilmington, DE). Klony byly
pestovany v selektivnim médiu a pfipraveny pro pokus pulzniho znadeni. Bunky byly
oplachnuty fyziologickym roztokem pufrovanym fosfatovym pufrem (Sigma, St. Louis,
MO) a oznaceny c¢tythodinovym pulzem v 20 mCi/ml *S-Cys-*S-Met. Po 4 hodinéch
byly bufiky a supernatant odebrany. Bunky byly lyzovany v podstaté jak je popsano
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v Lenk a Penman, Cell 16:289-302,(1979) a 400 mi kazdého lyzatu a preddisténo s 50
ml staph A (Sigma, St. Louis, MO).

U vzorkd z metabolicky znaenych bunék byla provedena radioimunoprecipitace
(RIP} a to inkubaci vzorkd s 6 ml anti-Faktor VII polyklonalniho antiséra po dobu 4
hodin. Ke kazdemu vzorku bylo pfidano $edesat mikrolitrG promytého stafylokokového
proteinu A a vzorky byly michany 1,5 hodiny pfi 4 °C. Vzorky byly centrifugovany a
supernatant byl odstranén. Sedimentty byly 2x promyty pufrem 0,7 M RIPA (10 mM
Tris, pH 7,4, 1% deoxycholova kyselina [Calbiochem Corp., La Jolla, CA), 1% Triton X-
100, 0,1% SDS, 5 mM EDTA, 0,7 M NaCl) a 1x pufrem 0,15 M RIPA (10 mM Tris, ‘pH
7,4, 1% deoxycholova kyselina {Calbiochem Corp., La Jolla, CA], 1% Triton X-100,
0.1% SDS, 5 mM EDTA, 0,15 M NaCl). Ke kazdému.vzorku bylo pfidano sto mikrolitr(

o Ix SDS barvicky (50 mM tris-HCI; pH 6,8, 100 miM dithiothreitol, 2% SDS, 0,1%

bromfenolova modf, 10% glycerol) a vzorky byly povareny 5 min., pak nasledovala

- centrifugace, kvlli odstranéni proteinu A. Padesat mikrolitri kazdého vzorku. bylo

testovano na 10% polyakrylamidovém gelu. Vysledky ukézaly, ze 9 z 10 klond

vylu¢ovale modifikovany Faktor VII.

Priklad 2. Antikoagulacni aktivita modifikovaného Faktoru VI|

Schopnost proteinu modifikovaného Faktoru VI inhibovat krevni srazeni byla
méfena v jddnostupfiovém srazecim testu za pouziti ptvodniho typu Faktoru VIl jako
kontroly. Rekombinantni proteiny byly pfipraveny v podstaté tak, jak bylo popsano
vyse, z bunéfi pestovanych v médiu obsahujiciho 5 mg/ml vitaminu K. RGzna mnozstvi
modifikovaného Faktoru VIl (z klonu 544) nebo rekombinantniho p&vodhiho typu
~ Faktoru V.II byla naredéna do 100 mt 50 mM Tris pH 7,5, 0,1% hovézi sérumalbumin.
Smeési byly inkubovany se 100 ml plazmy bez Faktovru Vil (George King Bio-Medical
Inc., Overland Park, KS) a 200 ml tromboplastinu C (Dade, Miami, FL: obsahuje
tromboplastin z kraliciho mozku a 11,8 mM Ca'™). Sraeci test byl proveden v piistroji
na automatické meéfeni doby srazeni krve (MLA Electra 800, Medicai Laboratories
Automation, Pleasantville, NY) a srazlivost byla pfevedena na jednotky aktivity Faktoru
VIl za pouziti standardni kfivky, zkonstruované z fedéni 1:5 a3 1:640 normalini smesne
lidské plazmy (pfedpokldadano, Ze obsahuje 1 jednotku  aktivity Faktoru Vilmil:
pfipravena spojenim citratovaného séra zdravych darch). Pri pouziti tohoto testu
nevykazovaly preparaty modifikovaného Faktoru VI} 7adnou detekovatelnou koagulacni

aktivitu. Tabulka 2 ukazuje vysledky testu sudaji o srazlivosti pro kontrolni
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(netransfekované) BHK bunky péstované v médiu bud s nebo bez vitaminu K, pro
puvodni typ Faktoru VII a dva izolaty z bunék, exprimujicich modifikovany Faktor VIi.

Aktivita Faktoru VII se projevuje zkracenim doby srazeni oproti kontrolnim vzork(im.

Tabulka 2
Vzorek Redéni Doba srazeni (sekundy)
1:5 33,1
Kontrola +K
X 1:10 - 33,4
1:5 | 34,3
Kontrola -K '
110 33,2
1:20 | E 9,0
Pdvadni typ Faktoru VI
| " 1:40 1B 21,5
1:80 23,3
Modifikovany Faktor VI (#6) 11 33,5 -
Modifikovany Faktor Vil | - 11 | 325
"0

Pro ureni vlivu modifikovaného Faktoru VIl na substraty plazmatického faktoru,
preparaty: modifikovaného Faktoru Vil, rekombinantni plvodni typ Faktoru VIl nebo
nativni Faktor VIl jsou inkubovany bud s Faktorem X nebo Faktorem [X a jejich

inaktivace je zjistovana bud srazecim testem nebo polyakrylamidovou elektroforézou.

Pfiklad 3. Schopnost modifikovaného Faktoru Vil vazat se k tkédnovému faktoru
Schopnost modifikovaného Faktoru Vi kompetovat s plivodnim Faktorem VIl o
tkanovy faktor a inhibovat tak jeho sraseci aktivitu byla zjistovana v jednostupriovém
srazecim testu za pfitomnosti omezeného mnozstvi tkanového faktoru (tromboplastinu).
Doby srazeni byly uréovany jednostupnovym srazecim testem podobné, jak bylo
popsano v Pfikladu 2. Ve smésnych pokusech bylo pouZito omezené mnozstyi

tkanoveho faktoru, konstantni mnozstyi puvodniho Faktoru VII a zvysujici se mnozstvi




" plazmy bez Faktory VI, 100 mI redenu plazmy a 200 mi tromboplastinu C (Dade, Miami,
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variant FaKtoru VII. Inhibice Faktor VII/VIia prokoagulacni aktivity by se mélo projevit
prodluzovanim srazecich ¢asl u testd obsahujicich zvySujici se mnoZstvi zménénych
Faktor( VI,

Velikost aktivity Faktoru Vil v testovanych vzorcich byla spoétena jako procento
ze standardni kfivky, jez méfi aktivitu Faktoru VIl v normaini smésné plazmé.
Standardni kfivka pro aktivitu Faktory V| byla vytvofena pomoci sériovych fedéni
“normalni smésné plazmy v roztoku pufrovaném fosfatem (PBS), je2 byla v rozmezi 1:5
az 1:640. Pro tento Gcel bylo predpokiadano, ze normélni plazma obsahuje priblizné
300 ng/mt Faktoru VI a toto bylo pokladano za Jedrlu ]ednotku aktivity. Smés 100 ml
FL) bylo pouzito pro méfeni srazecnch ¢asl na automatickém pristroji na méfeni doby
srazeni krve MLA Electra 800 Pro stanoveni standardni kiivky byly vysledky vyneseny
do grafu jako procenta aktlwty (t5 = 100 % aktiVify) oproti srazecimu ¢asu
v sekundach. |

Test vyzadoval, aby médium obsahujici plvodni a pozmenény typ Faktoru VII,
melo méné nez 1'% séra. Redén] byla provedena v PBS 'tak, aby se srazeci casy
v grafu umistily podél standardni krivky. Typické bylo minimalni fedéni 1:2. Konecny
~objem byl 100 ml. V téchto pokusech byly testovany dvé odligné varianty lidského
Faktoru VI Ser344®Ala344, oznacené jako klony ,#10, a H#6,. Vysledky _sestavené
v Tabulce uvedene dale ukazuji, ze jak se mnozstvi pozménenych Faktord VI zvySuje,

tak se snizuje procento aktivity Faktoru Vila,
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Tabulka 3
Vysledky smésnych pokusti s Ser344 — Ala variant (B4A1 (plvodni typ) médium
bylo pouzito jako 100 % aktivity pfi 10 ulireakei).

Ser344 — Ala Mnozstvi Mnosstvi | = BHK % FVila.

klon Cislo média B4A1 média kontrola* aktivity
10 l 10 pl 0o 70
,#:I_(_j.w-m |- —t - T T
| 20 ut 10 ul 0 51
0 | o 0 43
soup | 10 0 34
50 ul 10 pl 0 28
#10 (-K)S 20 ul 10 0 78 )
10 pl 10 ul 0 74
#
20 ul 10 ! 0 T % |
, 30ul 10 o . 46
: 40 pl | 10 yl 0 41
501 100 0 32
20 10 ul 0 85
BHK kontrola 0 10 20 pl 91
BHK kontrola (-K) 0 10 ul 20 pl 107

* Netransfekované médium
SPro expresi variant Faktoru VIi byly buriky pestovany v piitomnosti vitaminy K,

kromé téch, které jsou oznaceny ,-K,.
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Tyto vysledky ukazuji, ze varianty Faktoru VII, které maji substituci Ser;u®Ala,
kompetuji s nativnim ‘Faktorem VI zpUsobem, ktery je zavisly na davce vreakci a
inhibuji prokoaguiacni aktivitu nativniho Faktoru VlIi'Vila. Lze tedy uzaviit, ze
Sery®Ala varianta lidského Faktoru Vil kompetuje s nativnim lidskym Faktorem Vlia a

nasledkem toho inhibuje aktivaci Faktoru X anebo IX v lidské plazmé.

Priklad 4. Reakce Faktoru VIl s PPACK

Rekombinantni faktor VIl byl produkovan v transfekovanych ledvinnych buﬁkéch
pfipravenych z novorozenych kreckl. Protein byl vycistén a aktivovan podle Thim a kol,_
(Blochemlstg 27: 77485‘-7793 1é88) Brlnkous a. kol. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:.
-+ 1382-1386, 1989) a Bjoem a Thim (Res. Discl- No, 269, 564, 1986).. ktere jsou zde

..uvedeny v citacich. Medium z bunécnych kultur bylo odebrano, filtrovano a zfedéno

~ - kvdli sniZeni koncentrace soli. Zfedéné medium pak bylo frakc:onovano aniontovou -

vyménnou chromatografii za pouziti eluéniho pufru, obsahujiciha CaCl,. Ziskana frakce -

Faktoru VII byla dale ¢isténa imunochromatografii za pouziti Ca-dependentni anti-
Faktor VI! monoklonaini protifatky. Dalsi élétém bylo provedeno za: pouziti dvou stupnu
aniontove vyménné chromatografie, kde byl Faktor VII eluovan CaCl, a NaCl. Faktor
Vlla byl ziskan v koneéném eluatu, . :

Rekomblnantm Faktor Vlia (f mM) v 50 mM Tris- HCI, 100 mM NaCl, 5 mM-
CaCl,, pH 7 '4 byl inkubovan s 20 mM PPack (D-Phenylalanyl-Prolyl-Arginy| chlorometyl
keton; Calblochem La Jolla, CA) po dobu 5, 20 a 60 minut. Poté byl pfidan pufr
-obsahuijici chromogenm substrat 52288 (H-D-Isoleucine-L- -Propyl-L-Arginine  p-
rutroanlhde Kabi Vitrum AB, Molndal, Sweden) tak, aby se dosahlo 2,5-nasobné
zredéni a ‘tim koneéné koncentrace 0,3 mM $2288. Byla. méfena tvorba. p-nitroanilinu a.
srovnana s vysledky dosazenymi s neupravenym Faktorem VI jako kontrolou. Vysledky

ukazuji, ze Faktor Vlla je-za t&chto reakénich podminek asi po 60 minutach zcela

inaktivovan.

Pfiklad 5. Tvorba DEGR-Faktoru Vlla

Rekombinantni lidsky Faktor Vila byl pfipraven, jak je uvedeno v Piikladu 4
Rekombinantni lidsky Faktor Vila v 10 mM glycinovém pufru, pH 8.0, 10 mM CaCl,, 50
mM NaCl, byl zfedén na koncentraci 1,5 mg/mi. K tomuto Faktoru Vlla byl pfidan 10-
nasobny molami nadbytek Dansyl-L-Glu-Gly-Arg-chiorometylketonu, DEGReck,
(Calbiochem, La Jolla, CA 92037), ktery byl rozpustén v destilované H,0. Po 2
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| hodinach inkubace pfi 37 °C-byl ke-smesi:pfidan-druhy 10-ndsobny molami nadbytek

DEGRck a inkubovénoidaléi 2 hodiny pfi 37 °C. Pak byl k Faktoru Vila pfidan tieti 10-
nascbny moldmi nadbytek DEGRck a inkubovano priblizné 16 hodin pfi 4 °C. Vzorek

DEGRcek-Faktor Vliaibyl: fozsahle didlyzovan pfi 47C -protiTris-pufrovanému: solnému:

‘roztoku' (0,05 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 7,5), aby by! odstranén veskery volny
‘DEGRck.
Kone¢na smés DEGR-Faktor/:Vila..byla testovana na pritomnost’ voiného

DEGRck pomociypokusu, s Faktorems Xa-.a. chromogenims substratem. Smés, DEGR-

Faktor Vlla, byla pfidana k isténému lidskému Faktoru Xa spolu_s chromogenim

b3

Priklad.6., Tvorba Faktoru Xa na povrchu bunék htadkych svald krys.....

substratem §-2222: Tento substrat je specificky, Stépen. Faktorem Xa: 2 ‘nikoli-Faktorem

‘Vila. Nevazany DEGRck ve smési ma schopnost se vazat k Faktoru Xa a tak inhibovat
- jehoi chromogenmr aktivitu.s Vychytani. {voineho DEGRck ve: smesw ‘s Faktorem Xa

-vytvofilo standardni KrivKu.pro méfeniihladiny volného DEGRck v roztoku protr inhibici

chmmﬁgenni_-_akti\iity-aFak'toruan.*Analyza smési DEGR-Faktor Vila ukazala, ze pomér

- ivolhého:DEGRek’DEGR-Faktor Vllatbylypo rozséhlé dialyzé mensi nez 0,5 %, coz

Zajistuje, ze- pozorovana inhibice DEGR-Faktorem Vlla v riznych déle popisovanych

pokusnych systémech:nebyla zptisobena volnym-DEGRck.

S BT T e

g7 Bunky ‘hladkychs.sv_alu cev.;:byly.u analyzovany .na '-prltomnost.-povrchového

«tkanoveho faktorurméfenim schopnosti téchto buneék stimulovat pfeménu Faktoru X fa

{Faktar. Xaza "pou;“:iti chromogenniho substratu, ktery je specificky pro Fakt_ci_r'Xa. o

-+t waKrysi bunky:-hladkych svall. cév (Clowes a- Kol .J=+Clin.; Invest.. 93:644-651
(1994)y -byly vysazeny v rustovém meédiu do96-jamkovych kultivaénich . desticek
(American Scientific Products, Chicago, II.) za pouziti 8000 bunék na jamku (Tabulka
4).

Tabulka 4
500 ml Eaglovo medium -modifikovano dle Dulbecca (CMEM) (GIBCO-BRL,
Gaithersburg, MD ) .
10% fetalni teleci sérum (Hyclone. logan, UT.) .-
1 mM pyruvat sodny (Irvine, Santa Anna, CA)):

.0,29 mg/ml L-glutamin (Hazelton; Lenexa; KS), . *. .

[P
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1x PSN (100x je 5 mg/m penicilin, 5 mg/ml streptomycin, 10 mg/m! neomycin) (GIBCO-
BRL, Gaithersburg, MD.)

Po inkubaci 48 hodin pii 37 °C bylo medium zaménéno za medium bez séra
(Tabuika 5).

Tabulka 5
250 ml Eaglovo medium modifikovano dle Dulbecca (DMEM) (GIBCO-BRL,
Gaithersburg, MD.)

- 250 ml Hamsovo medium F-12. (Fred Hutchlnson Cancer Research Center Seattle

WA) |

T mM pyruvét sodny (Irvine, Santa Anna, CA)

0,29 mg/mi L-glutamin (Hazelton, Lenexa, KS)

20 mM transferin (JRH, Lenexa, KS))

5 mM insulin (GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD.)

16 ng selen (Aldrich, Milwaukee, Wi)

1 mg/ml hovezi sérumalbumin (Sigma_ St. Louis, MO.)

-Bunky byly mkubovany 72 hadin pfi 37 °C, _Po této inkubaci bylo k burikam

“ pfidano bud PDGF- BB {(10ng/ml) nebo 10% fetaini teleci sérum, aby doslo ke stimulaci

exprese tkanového faktoru (Taubman a kol., J. Clin._ Invest. 91:547-552, 1993),

\Paralelni soubor bunék neobdrzel ani PDGF ani sérum, kv(lli zjisténi vnitini aktivity

nestimulovanych bunék. Po 6 hodinové inkubaci byl k burikém pridan rekombinantni
lidsky Faktor Vila v koneéné koncentraci 10 nM. K jednomu souboru bunék nebyf
Faktor Vlla pfidan — tento soubor byl pouzit jako negativni kontrola. Bunky byly
inkubovany 2 hodiny pfi 37 °C a promyty HEPES pufrem (10 mM HEPES. 137 mM
NaCl, 4 mM KCL 5mM CaCl, 11 mM glukdza, 0,1% hovézi sérumalbumin). Po promyti
byly buriky inkubovany 5 min. s 50 ml (na kultivacni jamku) 200 nM lidského Faktory X
(izolovaneho z plazmy) v Tris-pufrovaném solném roztoku dopInéném 5 mM CaCl,. Ke
kazdé kultivaéni jamee bylo pridano 25 #i 0,5 M EDTA a 25 mi 800 mM roztoku
chromogenniho  substratu  S-2222 '(Kabi Pharmacia, Franklin, OH.). Plotny byly
inkubovany 40 min. pfi teploté mistnosti a poté analyzovany pii 405 nm na pristraji na
odecitani mikrodesticek THERMOMAX (Molecular Devices, Menlo Park, CA).




o
»

34 o:ao : .nl. o:o un. » ¢

Tabulka 6 ukazuje zvy$eni absorbance u bunek, na které bylo pGsobeno
Faktorem Vlla, ve srovnani s kontrolnimi bufikami (nepfidan Faktor Vlla). Zvyseni
absorbance je piimou mirou Urovné Faktoru X, tvofeného v bufkéch a jeho nasledného
§tépeni chromogenniho substratu pfi kterém je uvoldovan chromofor. Udaje také
ukazuji, ze droven chromogenni aktivity v buiikéch, na které se predem pusobilo bud

PDGF-BB nebo 10% fetalnim telecim serem, byla vy$si, nez u nestimulovanych bunék.

Tabulka 6
Testovany vzorek | ODys .
| Kontrola | 0,043
Vnitfni aktivita 0,247
PDGF-BB 0,360
10% thézi fetalni sérum 0,342

Tyto vysledky jasné ukazuji, e aktivace Faktoru X na Faktor Xa na povrchu
bunek hladkych svald cév u krys je zavisla na Faktory Vila.

Pfiklad 7- Inhibice chromogenni aktivity na bunéénem povrchu pomoci DEGR-Faktory
Vila

Krysi “hladké svalové bunky cév byly nasazeny vrustovem mediu do 96-
jamkovych kultivaénich desti¢ek, jak bylo popséno vysSe. Buriky byly pestovany 72

- hodin v medlu bez seéra, jak bylo popsano vyse a potom k nim bylo pfidano na 6 hodin

10% fetalni teleci sérum, aby doglo k stimulaci exprese tkanového faktoru.: Po stimulaci
byl pridan ke kazdé kultivacni Jamee bud pouze pufr (kontroly), 10 nM Faktor Vlia, nebo
10 nM Faktor Vlla+100 nM DEGR-Faktor Vlla. Buriky byly inkubovany 2 hodiny pfi
37 °C a poté promyty HEPES pufrem. Po promyti byly bunky inkubovany 5 min. s 50 m!
(na kultivaéni jamku) 200 nM lidského Faktoru X (izolovaného z plazmy) v Tris-
pufrbvaném solném roztoku doplnéném 5 mM CaCl,. Ke kazdé kuitivacni jamce bylo
pridano 25 ul 0,5 M EDTA a 25 ml S-2222 (800 mM) chromogenniho substratu (Kabi
Pharmacia). Buriky byly inkubovany 40 min. pfi teploté mistnosti, Chromogenni aktivita
byla analyzovana pii 405 nm jak bylo popsano vyse.
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Tabulka 7 ukazuje stimulaci chromogenni  aktivity v burikach, na které bylo

pusobeno pouze Faktorem Vliia, a néopak inhibici této stimulace, kdyz byl s Faktorem

~ Vila spoleéné inkubovan DEGR-Faktor Vila. Tyto vysledky ukazuji, e DEGR-Faktor

Vlia pasobi jako kompetitivni inhibitor pro vazbu Faktoru Vlla, tudiz inhibuje aktivaci
Faktoru X na Faktor Xa a nasledné Stepeni chromogenu S-2222.

Tabulka 7
Testovany vzorek | ODgs
— .. .- . .Kontrola " [ 0,035 — . )

Faktor Vila 0,342

Faktor Vila +
| 0,073

DEGR-Faktor Vlla

-Priklad 8. Zavislost inhibice chromogenni aktivity na.bunééném povrchu svalovych

bunék hiadkych svald kryé na davce podaného DEGR-Faktoru Vila

Hladké svalové bufky cév Krys byly nasazeny v ristovém médiu do 95-
jamkovych kultivacnich desticek (4000 bunékfjamku)'v ristovéin médiu doplnéném 7%
fetalnim telecim sérem (jako v Tabulce 4 bez 10% fetalniho teleciho séra). Po péti
dnech bylo med|um odebrano a k burkam pridany bud zvysujici se koncentrace
samotneho Faktoru Vlla, nebo 10 nM Faktor Vlia se zvy3ujicimi se koncentracemi

DEGR- Faktoru Vila. Bunky byly se smesemr Faktoru Vila inkubovany 2 hodiny pfi 37

-°C. Po inkubaci byly bufky promyty a mkubovany s 50 ml 200 nM Faktoru X v Tris-

pufrovaném solném roztoku 5 min. pri teploté mistnosti. Ke kazdeé kultivaéni jamce bylo

- pfidano 25 ml 0,5 M EDTA a 25 ml 800 mM S-2222 (Kabi Pharmacia) a desticky byly

inkubovany 40 min. pfi teploté mistnosti Chromogenni aktivita byla analyzovéana pii
405 nm na pfistroji na odeditani mikrodesticek, jak bylo popsanc vyse,

Tabulka 8 ukazuje zvy$ovani chromogenni aktivity, zavislé na zvysujici se davece
Faktoru Vlla, pfidaného do kultivaénich Jamek. KdyZ byla k burikam pridana smés
DEGR-Faktoru Vila s 100 nM Faktoru Viia (Tabulka 9), byla zfejma inhibice
chromogenni aktivity, zavisici na podane davce. Pfi molamim poméru 1:1 DEGR-

Faktor Vlia:Faktor Vlia bylo inhibovano pfiblizné 95% chromogenni aktivity, Tyto Udaje
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naznacuji, Ze pfi tomto pokusném uspofadani ma DEGR-Faktor Vila podstatné vyssi
afinitu k tkanovému faktoru na povrchu bunék, nez nativni Faktor Vila v kulturdch
bunék hladkych svall. Pokud by DEGR-Faktor Vila a Faktor Vllia mély stejnou afinitu
pro vazbu tkanového faktoru, pak by urovef inhibice, kterd je pozoravéana pri pridani

stejneho molarniho poméru téchto dvou molekul k burnkam, neméla byt tak vysoka.

Tabulka 8
Koncentrace Faktoru Vila |
S . Qe o
0,10 , ' . 0,005
0,39 . 0,025
1,56 | 0,058
6,25 ] ‘0,111
| 65,00 L | 0,154
TOO;OO : 0,208

Tabu!ka 9 ukazuje zavislost inhibice .chromogenni .aktivity Faktoru Xa -na -
bunééném povrchu v kulturach bunék hladkych svalli na davce DEGR-Faktory Vila.

ZvySujici se. koncentrace DEGR-Faktoru Vila byly inkubovany spoleéné s 100 nM

Faktoru Vlla a chromogenni aktivita Faktoru Xa byla uréena za pouziti chromogenmho

substratu 8 -2222.
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Tabulka 9
—
Konc. DEGR-Faktoru Vlla
OD4O5
(nM)
0,10 0,208
0,39 0,176
1,56 0,116
6,25 0,073
S R 65,00 1 0026
100,00 0,014

Prikiad 9. Zavislost inhibice tvorby Faktoru Xa pomoci DEGR-Faktoru Vila pri testovanl
rozpustneho tkanového faktoru
Pfeména Faktoru X na Faktor Xa pomoci ¢isténého rekombinantniho

rozpustného tkanového faktoru byla stanovena pomoci chromogenniho testu. Tkénovy

-faktor byl exprimovan a vyéistén z Saccharomyces cerevisiae (Shigematsu a kol., J.

Biol. Chem. 267:21329-21337, 1992). Rozpustny tkarovy faktor byl é&istén a
charakterizovan Or. W. Kisielem (University of New Mexico). Byla pripravena reakéni
smés obsahyjici 65,9 ml rozpustného tkariového faktoru (2,2 mM), 29.0 ml PCPS (1
mM, Sigma, ”{ST Louis, MO), 29,5 ml lidského Faktoru X (4,1 mM), 2,77 ml Hanksova
pufru (25 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 5 mM CaCl,, 0,1% hovézi
serumaibumm) Ctyficet 1l smési tkanovy faktor/Faktor X, 25 ml Faktoru Vila zredéného
v TBS a 25 ml DEGR-Faktor Vila ziedéného v TBS bylo pfidéno ke kazdé kultivaéni
jamce v 96-jamkové mikrotitradni desticce. Rovnéz byla zahrnuta kontrola pouzZivajici
40 m! smési tkanovy faktor/F aktor X, 25 ml Faktor Vlla zfedéného v TBS a 25 m| TBS.
Deset mikrolitrd chromogenniho substratu S-2222 (4 mM) bylo pfidano k reakéni smési
v kuitivaénich jamkach a inkubovano pfi teploté mistnosti 2 az 10 min.. Vysledky byly
analyzovany pii 405 nm na pfistroji na odeditani mikrodesticek, jak bylo popsano vyse,
Standardni kfivka pro aktivaci Faktoru X Faktorem Vlla byla stanovena za
pouziti zvysujicich se koncentraci Faktory Vlla pfidavaného v nepfitomnosti DEGR-

Faktoru Vila. Vysledky uvedené v Tabulce 10 ukazuji, ze existuje zvySovani
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chromogenni aktivity, zavislé na zZvysujici se davce Faktoru Vila, pfidaného do reakéni

smesi. Soucasné pfidani riznych mnozstvi DEGR-Faktoru Vila a 100 nM Faktoru Vlla

vedlo k davkové zavislému snizovani chromogenni aktivity (Tabulka 11). Tyto udaje

ukazuji, ze DEGR-Faktor Vila plsobi jako kompetitivni inhibitor vazby nativniho
Faktoru Vita k rozpustnému tkanovému faktory a tedy inhibuje tvorbu Faktoru Xa, coz

se projevilo naméfenym snizenim chromogenni aktivity pro  chromogenni substrat S-
2222.

Tabulka 10
- Stimulace chromogenni aktwlty Faktoru Xa zvysu1:cum| se koncentraceml

Faktoru Vlla, pfidanému k rozpustnému tkanovému faktoru, Zmeny v opticke densité

“byly méfeny za pouziti chromogenniho substratu S-2222.

| Koncentrace Faktbru Vita |

o) ODuos
0,78 0,168
156 0,288

3,12 . 0,478 . . -
6,25 0,694
12,50 0,764
ol 25,00 10,790
“ | 50,00 0,738
100,00 0770
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Tabulka 11

Zde je méfena inhibice chromogenni aktivity Faktoru Xa pfidéanim DEGR-Faktoru
Vlla k rozpustnému tkanovému faktoru za pritomnosti nativniho Faktoru Viia. Zmény

v opticke densité byly méfeny za pouziti chromogenniho substratu S-2222.

Konc. DEGR-Faktoru Vlla
(NM) OD o5
0 0,810
N | | 100 0,609
200  02%
400 | 0,167
800 0,083
1600 | 0,055
Priklad 10.-‘.!‘r_1hibice koagulace pﬁsobenim-DEGR-Faktoru Vilg = - o 0 e

- Standardni-sréZeci pokusy, zjistujici viiv DEGR-Faktoru Vila na srazlivost, byly
pripraveny tgjkto: 100 mt normalni paviani plazmy, odebrané s citratem sodnym jako

antikoagulacnim prostfedkem, bylo pfidanc k 100 ml riznych koncéntraci DEGR-

-.Faktoru yfla, zredéného v TBS (20 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl). Vzorky byly

smichany, kratce inkubovany pii 37 °C a pote vloZzeny do pfistroje na automatické
méfeni doby srazeni krve Electra 800 (Medical Laboratories Automation, Pleasantville,

NY). Po inkubaci bylo k preparatim DEGR-Faktoru Vila pfidana 200 mi preparatu

tkanoveho faktoru, obsahujictho 25 mM CaCl,. Preparat tkafiového faktoru byl

pfipraven jako extrakt ve fyziologickém roztoku z &erstvé zmraZené tkané pavianiho
mozku a byla zjidtovana jeho schopnost iniciovat koagulaci pavidni plazmy. Byla
vybrana takova koncentrace tkanového faktoru, kterd dévala dobu srézeni asi 40

sekund.
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Udaje uvedené v Tabulce 12 ukazuji zvySovani doby srézeni v zavislosti na
davce pfidaného DEGR-Faktoru Vlia. Dévka asi 1 mg/mi DEGR-Faktoru Vlla v plazmé
ma za nasledek zfeteiné zvyseni doby srazen.

Tabulka 12
Zavislost doby sréZeni na davce DEGR-Faktoru Vila.

Konc. DEGR-Faktoru Vlia
(ug/ml plazmy) _Doba sr{aéeni (sekundy)
0 40,7
0,5 46,2
1,0 50,8
2;5 o .. 845
5,0 1081
10,0 158,4

Priklad 11.‘i:iﬁhibice shlukovani krevnich desticek pﬁsobenim DEGR-Faktoru Vila

U mzsu:h primatl byla testovana schopnost DEGR- Faktoru Vila inhibovat

- shlukovani krevmch destiCek na mistech arterialni trombozy, zplsobené mechanfckym

: .-_-poranemm Byl pouzit model vynéti ¢asti tepny u pavianu, jak bylo popsano u Lumsden

a kol. (Blood 81:1762-1770 (1993)). Usek aorty dlouhy asi 1 az 2 cm byl vyjmut

--obracen a oskraban, aby byla odstranéna vnitini vrstva arterialni stény a priblizné 50 %

stfedni vrstvy. Tepna byla obracena zpet do spravné orientace, na obou koncich byla
zavedena kanyla, a umisténa pavidnovi jako mimotéini odboéka, Mechamcky
poskozena tepna tedy byla vystavena krvi paviana pfi jejim prachodu odbodkou. Tésné
pred otevienim odbocky pro pritok kive byly zvifeti injekCné podény autologni krevni
desticky znacené "'In. Urover shiukovani krevnich desticek na misté poranéné tepny
byia v rediném ¢ase zaznamenavana gamma kamerou.

Viiv DEGR-Faktor Vila na inhibici shlukovani krevnich desticek byl hodnocen po
injekénim podani DEGR-Faktoru Vlla nebo fyziologického roztoku (jako kontroly), které
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byly podany tésné pred otevienim odbacky. Poranéné tepny byly nepfetrzité méfeny po
dobu 60 min. Davka DEGR-Faktoru Vila 0,005 mg/kg inhibovala shiukovani krevnich
destiCek. Pfi injekénim podani 1.0 mg/kg bylo shiukovani krevnich desticek pfiblizné z
90 % inhibovano 60 min. po podani latky. Tyto vysledky jsou ukézany na Obr. 2,
Uvedené Udaje ukazuji, Ze v tomto modelu akutniho cévniho poskozeni u nizsich
primétd, miZe inhibice tkanového faktoru DEGR-Faktorem Vila vyznamné zamezovat

tvorbe krevnich srazenin bohatych krevnimi destickami v cévach.

Prikiad 12 DEGR-FVlla inhibuje opétné zUzeni cév po operaci cév u
atheroskierotickych kralikd. - o S
Byla hodnocena schopnost DEGR-FVila zmirnit vyvoj poranéni, vzniklych pfi

operaci cev u-novozélandskych bilych (NZW) atheroskKierotickych kralik(. Tento zvifeci

model byl dobfe prostudovan a ukazal se byt vhodny pro hodnoceni vlivu anti-
) throrhbotjckych latek na vyvoj cévnich poranéni (Gimple a kol., Circulation 86:1536-
"1546 (1992) a Rogosta a kol., Circulation 89:1262-1271 (1994)). Zvifeci model, pouzity

~ ktestovani DEGR-FVligje se v podstaté shoduje s Rogosta a kol., tamtéz. -

Anestézie byla u kralik(i navozena intramuskularni injekci 5 mg/kg xylazinu a 35
mg/kg ketaminu. Proximalni stehenni tepny byly odkryty fezem pod tfiselnym vazem,
podvazany a na obou koncich byly zavedeny kanyly. Jehlou byl vytvoren otvor a
izolované segmenty byly promyty fyziologickym roztokem, aby byl odstranény zbytky
krve a vysuseny proudem vzduchu pfi rychlosti 80 mlimin. po dobu 8 min. Po sugeni
vzduchem byly izolované segmenty znovu proplachnuty fyziologickym roztokem a
odstraneno podvazani. Krevni obéh byl udrzovan mistnim tiakem. Useky byly
vyznaceny kovovymi svorkami. Mistni kiece byly léceny mistnim podavanim 1%
Xylokainu. Den po operaci byla zvifatim nasazena dieta obsahujici 1 % cholesterolu a
6 % oleje podzemnice olejné na dobu 1 mésice, az do operace tepen pomoci
balonkového katétru. Pro potiageni pooperacni bolesti byl podavan oralné Tylenol
v davce 10 mg/ml béhem 3. az 5. dne po operaci. Ambipen v davce 1cc byl podavan
behem 3. az 5. dn.e PO operaci.

Test podavani ek zvifatim spocival v podani pocatecni injekce bezprostredna
pred operaci pomoci baldnkového katetru, nasledované kontinualni systémovou infuzi
pomoci osmotické pumpy pfes vnitini kréni Zilu Infuze leku trvala 3 dny. Kontrolnim

zvifatim byl pfed operaci pomoci balénkového katétru podan heparin v davce 150
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jednotek/kg, nasledovan infuzi fyziologického roztoku. Zvifata 1éGena DEGR-FVila
dostala injekci 1 mg/kg a poté nasledovaia infuze 50 mg/kg/hodinu. _

Pro umisténi osmotické pumpy pro kontinuaini systémovou infuzi byla navozena
anestezie, jak je popsano vye, a udriovana po dobu procedury dal$imi
intramuskularnimi injekcemi ketaminu a Xylazinu. Rezem podé! stedni linie krku byla
odkryta prava vnitini kréni Zila, izolovana pricnym odfiznutim a vzdalengjsi konec byl
podvazan. Do pravé vnitfni kréni Zily byla zavedena trubice (PE 160). Byl vytvoren
podkozni tunel pro vedeni této trubice. Trubice byla spojena s osmotickou pumpou,
ktera byla lmplantovana pod kUzi na zadech krallka Prava krcnn tepna byla lzolovaggf
zavadec & posunut ke spojeni srdecnicového oblouku. Byla odebirana krev pro méfeni

hemostatickych parametrl, 1ékd. a hladlny cholesterolu. Dvacet miligramd xylokainu -

. bylo aplikovano intraarteriaing. Kontrolni .angiogram . stehenni aorty byl proveden

pomoci 5F Bermanova katétru, umisténého nad rozvétvenim aorty za pomoci 3 az 4 ml

- renografinu, injikovaného ruéné po-3-sekundach.

- PO odstranéni Bermanova katétry byl'do sestupné aorty zaveden 0,014 pal covy

VOdIC[ drat a umistén nad rozvétvenim aorty. Za fluoroskopické kontroly byl zaveden

..angioplasticky baldnkovy katétr vhodné velikosti 2 a3 2,5 mm, veden pomoci vodiciho

dratu a umistén do zUzeni. Baldnek byl rucne nafouknut na 6 atmosfér po dobu 60

sekund. Byra provedena 3 nafouknut! mezi nimiz by!y 60 sekundove intervaly. Tato

procedura byla provedena u kazdeho zvifete v obou stehennich tepnéch.

Po roztazem pamaci balonku byl angioplasticky katétr odstranén a Bermantyv
katetr Znovu uveden do pozice 3 cri nad rozvétvenim aorty. Pro minimalizaci kfeéi bylo
intraarteriaing podano 20 mg lidokainu. Anglogram po procedure byl proveden, jak bylo
popsanu vy$e. Jednocentimetrovy rastr byl umistén na Urovni stehenni tepny, aby bylo
mozno vypocitat skutec¢ny primér. Katétr byl pak odstranén. Prava kréni tepna pak byla
podvazana 3-0 hedvabim a rana sesita. Ambipen a acetaminofen byly podavany, jak
bylo popséano vyse.

Protrombinovy ¢as a koncentrace DEGR-FVIia v krvi byly méfeny bezprostfedné
pied injekci testovanych latek, 1 hodinu po injekci a po 3 dnech na konci kontinualni
infuze. Byly odebrany jeden-az dva mililitry plazmy do citratu a zmereny protrombinové
Casy a hladmy antigend,

Standardni test srazlivosti byl pouzit ke sledovani protrombinového ¢asuy jak
v kontrolnich zvifatech, tak v zvifatech lécenych DEGR-FVlla. Test byl proveden takto:
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Dvacet pét mikrolitrg krali¢i plazmy odebrané s citratem sodnym jako antikoagulacnim
prostfedkem, bylo pfidano k 150 mi TBS (20 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl). Vzorky
byly promichany a umistény v automatickém pristroji na méfeni doby srazeni krve
Electra 800 (Medical Laboratories Automation, Pleasantville, NY). Po inkubaci bylo
k preparatim pfidano 200 ml pfipravku thromboplastin (Sigma Chemical), obsahujiciho
25 mM CaCl,. Byla vybréna takova koncentrace thromboplastinu, ktera zplsobovala
u kontrolni krali¢i plazmy dobu srazeni priblizné 20 sekund.

Pro uréeni koncentrace DEGR-FVila ve vzorcich plazmy z kontrolnich a z
DEGR-FVlla le¢enych zvifat byl pouzit ELISA test V pokusu se napfed naredi pron-
lidska FVlla monoklonalni protilatka. (Or. W. Kisiel, U. of New Mexico) na koncentraci
2,0 mg/imt v 0,1 M uhli¢itanovém pufru pH 9,6 a rozpini po 100 mifbuniku v 96-

‘Jamkovych destickach. Desticky byly pak inkubovany pfi 4 °C pfes noc a poté dvakrat

promyty promyvacim pufrem (PBS, pH 7.4, obsahujici 0,05% Tween 20). Blokovani

nespecifickych vazebnych mist bylo dosazeno pridanim 200 ml blokujiciho pufru na

~Jamku  (PBS, pH 7.4, obsahujici 0,05% Tween 20 a 1% hovézi seruma!bumm) :

inkubovano 2 hodiny pfi 37 °C a poté promyto promyvacim pufrem.

Po blokovani byla pfidana standardni série fedéni DEGR-FVI|a v rozsahu 20 az
0,027 ng/ml, spolu se sérii fedéni testované kralici plazmy (1:100 aZz 1:4000
v blokujicim. pufru) v mnozstvi 100 mifjlamku. Plazma neimunizovanych kralik byla
pouzita jake negativni kontrola. Desticky byly inkubovany 1 hodinu pfi 37 °C a
nasledovala 4 promyti promyvacim pufrem.

DEGR-FVila byl detekovén piidanim 100 mifjamku fedéni 11000 kit proti-
lidské FVII polyklonaini protilatky (Dr. W. Kisiel. U. of New Mexico) v blokujicim pufru,
Destiéky_‘byly inkubavany 1 hodinu pfi 37 °C a nasledovalo 5 promyti promyvacim
pufrem. Vazba specifickych protilatek byla detekovana za pouziti 100 ml/jamku fedén/
1:2000 koziho proti-krali¢iho konjugatu IgG protilatka-peroxidaza (Tago, Inc). Desticky
byly inkubovany 1 hodinu pf#i 37 °C a poté sestkrat promyty promyvacim pufrem.
Nakonec bylo pridano 100 ml roztoku substratu (0,42 mg/mi o-fenylendiamin dichloridu
(OPD) v 0.2 M citratovém pufru, pH 5.0, obsahujici 0,3% H,0,). Po 1 az 3 min.
inkubace pfi teploté mistnosti byla barevna reakce zastavena pridanim 100 mi/jamku 1
N H,SO, a desticky byly odecteny pfi 490 nm na spektrofotometru. Koncentrace DEGR-
FVlla ve vzorcich plazmy byla urcena porovnanim hodnot Ay neznamého vzorku a
DEGR-FVlia standardni kfivky.
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Analyza protrombinovych ¢astl a hladin DEGR-FVlla antigenu u vzorkd plazmy
je uvedena v Tabulkach 13 a 14. Jsou uvedeny Udaje pro kazdého testované zvire.
Tabulka 15 ukazuje souhrn prumérnych dob srazeni. Ve vSech pripadech, zvirata
lécena DEGR-FVIla méla 1 hodinu po obdrzeni injekce zvy$ené protrombinové Casy,
které se vSak po tfech dnech snizily téméf na uUroven pred zapocéetim pokusu. Analyza
hladin DEGR-FVlla antigenu také ukazala vysokou uroven DEGR-FVIla v plazmé 1
hodinu po obdrzeni injekce (v rozsahu 2 az 6 mg/ml plazmy), zatimco po trech dnech

byly zjistény mnohem nizsi hiadiny. Hladiny DEGR-FVIia namérene 1 hodinu po injekc

odpovidaly predpovédénemu zvy$eni protrombinového casu, zjisténému ve

standardnim in vitro fedicim tromboplastihovém testu po pfidani DE_GR-I&\-/-IIQ do

normalni krahéi-plazmy.
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Tabuika 13

Méfeni protrombinovych &ast

Doba srézeni (sekundy)

DEGR-FVila.

Zvire Gislo Lécba Pfed testem 1 hodina 3 dny
73 Kontrola 24 8 22,3 17,8
74 Kontrola 248 27.9 18,6
75 Kontrola 24,6 N/D 20,5
.76 | _ Keatola_ | 22 | ND .| _ 179. |
169 Kontrola 212 22,9 T2
170 . __kontrbja 24,9 235 18,6
TT73 Kontrola 259 21 20,8
174 Kontrola 25 29,4 20,1
Iz DEGRFVila | 225 40,1 183
78 | DEGR-FVIIa 243 34 209
80 DEGR-FVila 247 50 21,7
96 DEGR-FViia | /A N/A 21|
97 DEGR-FVIla | 236 333 212 |
171'_}'. DEGR-FVita | 20,6 458 21,9
72" | 23,5 416 224

" /

NA - Udaje neziskany
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Tabulka 14

Detekce DEGR-FVIla v krali¢i plazmé ELiIZA-testem

FVlla ELISA (ng/ml)

Zvire Gislo | Lécba Pred testem 1 hodina 3 dny
73 Kontrola 0 13 0
74 Kontrola | 36 14 4
75 Kontrola 0 N/A 9

..... 76 ;.. _|.. Kontrola 0 CNIA L 14
169 Kontrola 0 0 1
170 Kontrola 0 0 0
173 Kontrola 36 31 0
174 Kontrola 87 86 160
77 DEGR-FVila _ 0 3.210 102
78  DEGR-FVlla T 4,950 7
80 DEGR-FVlia 13 4,543 661
9% DEGR-FVlla 65 4,900 117
97w DEGR-FVila 4 4600 502
171 | DEGR-FVlia 13 2,145 212
172 | DEGR-FVila 9 2830 228

I

N/A — Udaje neziskany
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Tabulka 15. Statisticky souhrm primérnych dob srazen.

Neparovy t-test X:
DF:

12

Skupina: Pocet!
Kontola 8
DEGR-Vlla 6

: ‘:N_epérovy t-test X:

DF:
10

Skupina: Pocet.
Kontrola 6
DEGR-Vila 6

. Neparovy t-test X:
DF:
10
Skupina: Pocet:
Kontrola 8
DEGR-VIla 7

Neparova t-hodnota
- 1,12

Pramer:

23,2

41>

R

Pred pokusem

Pravdépodobnost
0,2852
Standardni - Standardni
odchylka: chyba:
64 058
1,48 0,60

1 hodina po operaci cev

Neparova t-hodnota -

-5,44

Pramér;
24,5
40,8

Neparova t-hodnota
-2,04

Primér:
19,54
21 06

_ Pravdépodobnost
0,0003
Standardni Standardni
odchylka: chyba:
_____ 335  _ 137
6,53 1,67

3 dny po operaci cév

Pravdépodobnost
0,0622
Standardni Standardni
odchylka; chyba:
1,563 0,54
1,33 0,50

Tri tydny po operaci cév byl opétné pofizen angiogram jiz dfive popsanym

zpusobem pres levou kréni tepnu, bezprostiedné pfed usmrcenim zvifete. Vertikalnim
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bfisnim rfezem byla izolovana koncova ¢ast aorty, podvazana a nad rozvétveni aorty
byla umisténa promyvaci kanyla. Koncova ¢ast aorty byla promyta 50 ml fyziologického
roztoku, poté in vivo fixovana 500 mi roztoku Histochoice (AMRESCOQ, Solon, OH),
aplikovaného po dobu 15 min. pfi tlaku 120 mm Hg. Pfi zapoceti promyvani byla zvirata
usmrcena predavkovanim nembutalem (3 ml pentobarbitalu sodného 1V, 65 mg/ml). Byl
vyfiznut pét centimetr( dlouhy Usek stehenni tepny a uchovan v roztoku Histochoice
pro svéteinou mikroskopii.

Aby byl zjisten vyvo] poskozeni na vnitfni sténé cévy v misté angioplastiky

pomoci balonku, vyfiznuté stehenni tepny byly rozfezany na 3 mm segmenty, zality do

"p_aféff_'hd 'amb'yiry' bofiééh_y— Féi; Hz’rﬂn’oh'a—' olf)'lé-éti"f{aidé‘tepny. Rézy byl_y”mb-ht_dvény ‘n;- o

mikroskopicka sklicka, barveny hematoxylinem, eosinem a van Giemsovym barvivem.
Morfometricka analyza byla provedena pomoci programu Bioquant, .aby ‘byly zisjkényt

plosné hodnoty pro prdfez, vnitini sténu a stfedni vrstvu. Morfometricka analyza

.tkanovych fezl z poranénych tépen‘\byl'a provadéna méfenim celkové plochy prasvitu

cévy; plochy vnitini vrstvy — uréena zméfenim ablasti uvnitf vnitfni elastické vrstvy a

‘odectenim odpovidajici plochy prisvitu pro kazdy tkanovy fez; a plochy stfedni vrstvy -

uréena zméfenim oblasti uvnitf vnejsi elastické vrstvy a odeétenim odpovidajici plochy
uvnitt vnitini elastické vrstvy. Méfeni poskozeni na vnitini sténé stehennich cév u
kontralnich zvifat a zvifat leCenych DEGR—FVIJa ukézaig,.ie se vyznamne snizila
velikost vnitini stény u zvifat lécenych DEGR-FVila (Tabulka 16). Naopak méfen

stredni vrstvy neukazala zadné vyznamné rozdily mezi ocbéma skupinami.
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Tabulka 16: Méfeni vnitini a stfedni vrstvy cév u kralikd
po zakroku pomoci baldnkového katétru
vnitini sténa standardni
skupina Cet ravdépodobnost
P poce (mm?) odchylka | ProvOeP
kontroly 13 0,819 0,414 0.0138
DEGR-FVlia 10 0,438 0,192
stredni vrstva | standardni
skupina pocet e pravdépodobnost
) N, (mm) PR Odchylka - e |
" kontroly 13 0389 0,098 0,172
-DEGR-FVlla 10 0,329 - 0:105

Udaje z angiografickych méreni jsou uvedeny v Tabulce 17 jako stfedni.primer

_prafezu (Mean Luminal Diameter — MLD) +/- standardni odchylka pro kontrolni a
- DEGR-FVlla lé¢ena zvifata pro vSechny tfi casové okamziky: bezprostfedné pred cévni . .

operaci, bezprostredné po cévni operaci a 21 dni po cévni operaci. Neprokazaly-se

vyznamné rozdily mezi MLD u kontrolnich a DEGR-FVlla |éenych zvirat ani

bezprostiedné pred cévni operaci ani bezprostfedné po ni. Vyznamné zvySeni MLD

"véak bylo pozorovano u DEGR-FVIla légenych zvitat 21 dni po cévni operaci.
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Tabulka 17: Méfeni minimalniho praméru prifezu (MLD)
Méfeni MLD pfed operaci
| standardni dE00dob
' Cet tredni MLD ravdépodobnos
skupina poce stredni odchylka p p
t
kontroly 13 1,202 0,24 0,3883
DEGR-FVlia 10 1,283 0,19
Méreni MLD po operaci
‘ standardni
' Cet tredni MLLD ravdépodobnos
skupina poce stredni odchylka p p
t
kontroly 13 o 1492 | 0,551 0,5326
DEGR-FVila 10 . 1,323 : 0,725
Mérfeni MLD 21 dni po operaci
standardni
skupina Cet tredni MLD ravdépodobnos
o) poce stredni ' odehylka p ‘p” sl
t
kontroly 13 0,889 0,228 0,0001
DEGR-FVlia 10 1,393 0,242

Pfiklad 13. Inhibice tvorby Faktoru Xa vlivem DEGR-Faktorii'Vila na povrchu pavianich
hiadkych svalovych bunék (SMCs).

Byl vyvinut chromogenni test na bunécném povrchu, v podstaté jak bylo
popsano vys$e v Piikladu 8, aby bylo mozno merit ucinnost s jakou DEGR-FVlia blokuje
vazbu Faktoru Vlia na tkanovy faktor na bunécném povrchu a naslednou konverzi
Faktoru X na Faktor Xa na jednovrstevnych tkanovych kulturach pavianich hladkych
svalovych bunék (SMCs). Tato metoda je modifikaci metody popsané Sakai a kol., J.
Biol. Chem. 264:9980-9988 (1989) a Wildgoose a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
87:7290-7294 (1990). Paviani SMCs byly ziskany z University of Washington, Seattle,

WA a byly péstovany z explantatd aorty. Paviani SMCs byly vysety do 96-jamkovych

kultivaénich desti¢ek pfi pouZiti koncentrace 8000 bunek/jamku v 200 mi/jamku DMEM
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kultivaéniho média, dopinéného 10 % fetalniho telecino séra a udrzovany v tomto
médiu 4 dny pfi 37 °C v 5 % CO,. Pfi pokusu bylo odebrano 110 m! média a do jamek
byly pfidany zvy$ujici se koncentrace FVila nebo FVlla v kombinaci s DEGR-FVila.
Byla sestrojena standardni kfivka pro koncentraci FVIla v rozsahu 5 nM a3 0,04 nM.
Pro zméfeni inhibicni aktivity DEGR-FVlla na aktivitu FVlla, byly do testovacich jamek
pfidany z&yéujici se koncentrace DEGR-FVHa v pfitomnosti konstantnihe mnoZstvi
FVlla (5 nM). Jak FVila tak. DEGR-FVIta byly fedény v HEPES pufru (10 mM HEPES,
137 mM NaCl, 4 mM KCI, 5 mM CaCl,, 11 mM g‘lukéza, 0,1 % hovézi sérumalbumin) a
10 mt 10-krat koncentrovaného zasobniho roztoku bylo pridano k burikam. Burky byiu -
pufrem.-Padesat mikrolitrd 200 nM roztoku Faktoru X v trisovém pufru (25 mM Tris, pH
7,4, 150 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 5 mM CaCl,, 0,1 % hovézi sérumalbumin) bylo pak
pridano ke kazdé jamce. Po 4 min. pfi teptoté mistnosti bylo pfidano 25 mi 0,5 M EDTA,
-aby byla zastavena konverze Faktoru X na Faktor Xa. Ke kazdé jamce bylo pfidano 25
-l 0,8 mM 3-2222 v trisovém pufru, chromogenniho substratu specifického pro Fakfor
Xa, a po 60 min. byla odeétena absorbance pfi 405 nM na pristroji na odeditani
mikrodestic¢ek THERMOMAX (Molecular Devices, Menlo Park, CA).

Vysledky, uvedené v Obr. 3 ukazuji davkovou zavislost zvysovani amidolytické
aktivity u bunécnych kultur ke kterym byl pridan Faktor Vila (prazdné ctverecky)
Zvysenl absorbance e prlmo umerné trovni Faktoru Xa tvofeného v burkach, a jim
zprostredkovanemu Stépeni chromogenniho substratu. Po pfidani zvySujicich se
mnozstvi DEGR-Faktoru Vlla spolu s konstantnim. mnozstvim FVila (5 nM) .nastava
snizovani gmidolytické aktivity, nepfimo Umérné zvysujici se Grovni DEGR-Faktor Vila-
(piné étvé:reéky). Stejny molarni pomér DEGR-FVlla a FVlla ‘inhibuje >30 %
chromogenni aktivity. Dokonce jesté pfi 10-nasobné nizéi drovni DEGR-FVIla trva stale
40 % inhibice tvorby chromogenni aktivity Faktoru Xa. Tyto vysledky podporuji zavér,

~ze DEGR-FVlla je extrémé Ucinny inhibitor aktivace Faktor X na Faktor Xa na povrchu

intaktnich jednovrstevnych kuitur SMCs.

Priklad 14. Vliv DEGR-Faktoru Vlla na tvorbu cévni srazeniny a cévnich poranéni u
paviand.
U fidskeho DEGR-Faktoru Vlia byla testovana schopnost inhibovat u tkarového

faktoru (TF) a u aktivovaného Faktoru VIl (FVIla) zprostiedkovani tvorby cévnich

Tinkabovany s testovanymi Iatkami 2 hodiny pfi 37 °C a poté 3-krat promyty HEPES
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poraneéni (vascular lesion formation - VLF), které byly indukovany mechanickym
podkozenim cévy u nizsich primatd.

Bezprostredné pred vytvorenim mechanickych cévnich poranéni u paviand, jim
byl podavan infuzné DEGR-Faktor Vlla po dobu 7 dni (5 zvifat) nebo 30 dni (1 zvife).
Mereni tvorby cévnich poranéni byla provedena 30. den. Vysledky u péti léGenych
zvitat byly srovnany snalezy u péti kontrol, kterym byl infazné podavan pouze
prisiusny pufr.

Mereni zakladnich hodnot bylo ziskdno u studovanych Zivodichd pro; a) pocet
krevnich desticek, pocet neutrofild, podet monocytl a pocet Eervenych krvinek; b)
droven piézmétického fibrinogenu; ¢) droven 'aktivity plazmatickych koagulaénich
faktord VII, Vlla, X a V, spolu s antigenni -hladinou FVII; d) zakladni drover hladiny
protilatek proti Faktoru Vlla u plazmatického vzorku.

Pod anestezii a za sterilnich operacnich podminek obdrzela zvifata, oznatené

autolognimi '™

In-krevnimi destickami, intravendzni infuze DEGR-FVlla, pfiemz byl
pouzit pripevneny system pro kontinualni intravendzni podavani (podateéni injekce 1
mg/kg, nasledovana kontinudlni intravenozni infuzi 50 mg/kgthodinu). Zvifata byla
podrobena chirurgickému otevieni kréni tepny, operaci obou paznich nebo stehennich
tepen za pouziti Fogartova baldnkového katétru.

DEGR-Faktor Vila byl podavan po dobu 7 az 30 dni kontinuaini infuzi zilnim
katetrem, za-pouziti pfipevnéného systému. Tficet dni po operaci byla zvifata uspana
halothanem a ‘podrobena in situ fixaci, pomoci promyvani pod tlakem za pouZiti 4%
paraformalde’fhydu: obsahujiciho 0,1 % glutaraldehyd, po dobu 30-min. Po této dobé
byly pomoci metody Harker a kol., Circulation 83:31-44 (1991) a Hanson a kol,
Hygertens'{bn 18: 18:fension_91) a Hanson a kol,, _iho 0,1 % glutaraldfive poranéna
mista). Vzorky byly poté fixovany in vitro (4% paraformaldehyd, obsahujici 0,1 %
glutaratdehyd), uchovany zmrazené a zpracovany pro morfometrickou analyzu rozsahu
poskozeni.

Bylo studovano jedenact normainich dospélych paviand (Paio anubis). Sesti
zvifatum byla podadna infuze DEGR-FVila (50 mg/kg/hodinu) a zbylych pét byla
kontrolni zvirata, kiera DEGR-FVIla nedostala. Zvifata byla odéervena a tii mésice
pred pouzitim byla pozorovana, zda netrpi néjakou nemaci. Véechny procedury byly
odsouhlaseny Vyborem pro péci o zvifata a jejich uZiti v instituci a splfiovaly postupy a
metody Smernice pro péci a vyuziti laboratornich zvifat (Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals), navrzené NIM (National Institute of Health), rovnéz tak Zakonu o
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peCi o zvifata (Animal Welfare Act) a podobné piedpisy. Invazivni procedury byly
provadeny v anestézii halothanem, po jejim navozeni ketaminem (10 mg/kg
intramuskularné) a valiem (0,5 mg/kg intravendzné). Pro nasledné kratkodobé
znehybneni pfi  pooperativnim provadéni experimentalnich procedur byl pouZit
hydrochlorid ketaminu (5 — 20 mg/kg intramuskularné).

Otevreni krcni tepny bylo provedeno stfedovym krénim fezem, pomoci techniky
Hanson a kol., Hypertension 18:E170-E-176 (1991) a Krupski a kol., ‘Circulation
84:1749-1757 (1991), které jsou zde uvedeny mezi odkazy. Otevieni kréni tepny bylo
pouzito jako model cévniho poranéni pro jeho klinickou zavaznost a protoZe VLF,
indukované otevienim riormainich tepen se ukazalo byt repirodukovatelné. Kratce

Feceno, kréni tepna byla zbavena obklopujicich tkani v oblasti od kliéni kosti az k jejimu

-rozvetveni. Tepna byla uzaviena na obou -koncich exponované oblasti pomoci

netraumatizujicich cévnich sponek tfi min. po injekci heparin-sulfatu {100 U/kg

intravenozne; Elkins-Simm Inc., Cherry Hill, NJ) a odfiznuta 1 cm pfed zadni svorkou. .

Predni segment tepny byl poté obracen naruby pomoci zahnuté pinzety. Po obraceni
co nejvetsiho useku byly provedeny polypropylénovou niti (7-0) dva zajistovaci stehy
na kazde strané v predni &asti, druhy par stehd byf urmistén v zadni casti na Useku
s exponovanym vnitrtkem cévy.
Pak bylo provedeno odstranéni vnitfni stény tepny v useku 1 ¢m, podinaje 1 cm od
odriznutého-konce obraceného useku cévy, Tato procedura znamenala mechanické
odstraneni normalni vnitini stény cévy a ¢astetné i stfedni vrstvy pomoci pinzety a
chirurgickéhé mikroskopu (32-nasobne zvétdeni). Po tomto odstranéni vnitini stény
tepny bqu céva navracena do svého normalniho postaveni, provedeno sesiti (7-0
polypropylfénové nit) pod 2,5-nasobnym zvétSenim a rana byla uzaviena

Pfi morfometrické analyze VLF byly segmenty zalité v parafinu a s obarvenymi
tkanovymi pojivovymi slozkami (kolagen, elastin), déle obarvené hematoxylinem a
eosinem, hodnoceny pomoci Ziess Photoscopu spojeného se systémem analyzy
obrazu (Thomas Optical Measurement Systems, Columbus, GA), sestavajiciho
z mikroskopove CCD kamery o vysokém rozli$eni (580 Fadek), spojené s monitorem o
vysokem rozliSeni (700 fadek), Cipem IBM 386 a s 80 MB pocitatem s grafickym
digitalizacnim tabletem o vysokém rbzliéeni pro snimani a uchovavéni obrazu.
Kvantitativni analyza obrazu byla provedena pomoci morfometrického software
(Optimas, Bioscan, Inc., Edmonds, WA). Pfi¢né fezy tepen byly hodnoceny s ohledem

na celkovou plochu proliferujicich poranéni v nové se tvorici vnitini sténé cévy a na
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odpovidajici plochu stredni vrstvy stény tepny. Pro statistickou analyzu byla provedena
porovnani mezi skupinami pomoci Studentova T-testu, pro parované a neparované
udaje.

Vysledky ukazaly, Ze plocha vnitfni vrstvy byla vyrazné zmens$ena u zvifat
léCenych 7 dni DEGR-Faktcrem Vila a zkoumanych ve 30. dni, ve srovnani
s kontrolnimi zviraty, ktera prodélala stejné cévni poranéni, ale nebyl jim podan zadny
DEGR-Faktor Vlla (Obr. 4). Podobny vysledek byl zjistén u zvifat tééenych 30 dni
DEGR-Faktorem Vila a zkoumanych ve 30. dni.

Predbezna studia s modelem baldnkové angiografie pazni tepny nenaznacoval

zadny méfitelny prospésny vliv terapie pomoci DEGR-Faktoru Vila, Tento model viak,

jak se ukazalo u pavidnd, nebyl takovym protrombickym modelem, v némz by hral
klicovou roli tkariovy faktor. |

Studia s poskozenim stehenni tepny paviand pomoci balénku ukézaly na

-statisticky vyznamny prospésny vliv DEGR-Faktoru Vila, ve srovnani s kontrolami, jak

je ukazano v Obr. 5.

Priklad 15. Vliv DEGR-Faktoru Viia na tPA-indukovanou trombolyzu.

Tvorba krevni srazeniny ve vénéitych cévach béhem infarktu myokardu je

primamé zptisobena tkanovym faktorem (TF) spolu s Faktorem Vila v prabéhu vnéjéihoh

systému srazeni krve. Byl zjiStovan vliv dodateéné inhibice v rlznych bodech
koagulacni kaskady zevniho srazeni krve na efektivitu tkanového plazminogenového
aktivatoru (TF5A) trombolyzy..

Tricgt Sest psu s elektricky indukovanou sraZeninou ve véngitych cévéch a
podstupuj'i:'cich trombolyzu pomoci tPA (1 mg/kg béhem 20 min.) bylo éceno jednim ze
Sty dodateénych postup(: 9 obdrzelo protisrazlivy peptid klidtéte (tick anticoagulant
peptide ~ TAP), selektivni inhibitor Faktoru Xa, v davce 30 mg/kg/min. po dobu 90 min.
Komplex TF-Faktor Vila byl inhibovan rekombinantnim tkanovym faktorem inhibujicim
srazeni (tissue factor pathway inhibitor - TFPI) v davce 100 az 150 mg/kg/min. po dobu
90 min.) u 9 psii, a pomoci DEGR Vlla (1 az 2 mg/kg), jako kompetitivnim inhibitorem
aktivovaného Faktoru Vlla u 9 psi. Devét ps dostalo jakozto kontrola fyziologicky
roztok. Psi byli pozorovani po dobu 120 min. po trombolyze, zda dojde k opétnému
uzavieni krevniho pratoku. Vliv zkoumanych latek na efektivitu trombolyzy jsou

ukazany dale v Tabulce 18 (je uveden primér hodnot + SD (standardni odchylka)).
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fyziologicky roztok | DEGR- TFPI TAP
FVila
obnoveni -
. . 32 +13 207" 21 +6* 18 +10*
prutoku (min.)
trvani pratoku
. 62 £ 45 70+ 48 91 + 35* 120
{min.)
variace priitoku 70 % 89 % 56 % 0%
opétné 70 % 78 % 67 % e 0 _%_
|uzavieni | |

* Hodnoty lisici se od fyziologického roztoku na hlading vyznamnosti 0,05.

Uvedené udaje naznaduji, ze inhibici vnéj$iho systému srazeni krve Faktorem
Xa nebo TF-Faktorem Vila je mozno biokovat bud DEGF Vlia nebo TFPI a urychlit tak
tPA-indukovanou trombolyzu. Selektivni inhibice Faktoru Xa efektivnéji udrzovalo

prichodnost tepen po jejich Uspésném zpriichodnéni.

Priklad 16. Modifikevany Faktor Vlia inhibuje tvorbu nitrocévnich krevnich srazenin bez
ovlivneni systémového krevniho srazeni.

Pro urCeni, zda inhibice vazby Faktoru VIl na TF by mélo za né&sledek
protiéréélivé :?efekty, byly vyvolany cyklické variace pritoku (cycle flow variations —
CFVs), pemoci umisténi vnéjiho konstriktoru kolem kralidich krénich tepen -
S poranélriréu endothelialni vrstvou (Fottiv model). Tok krve kréni tepnou byl prubézné
méren Dopplerovou pratokovou sondou, umisténou pred konstriktorem. Po umisténi
konstriktoru kolem tepny se vyvinuly CFVs s primérnou frékvencf 11 £ 2 cykly/hodinu u -
6 kraliki ze 6, zatimco rychlost pritoku krve kréni tepnou v minimu CFVs éinila
prumérné 5 + 2 % zakladni Urovné. Po 30 min. pozorovani CFVs obdrzela zvifata infuzi
lidského rekombinaniniho Faktoru Vlia s blokovanym aktivnim mistem (pomoci Phe-
Phe-Arg chlormetylketonu) - FVllai ~ (0,1 mg/kg/min. po dobu 10 min.). Faktor Vllai
zcela eliminoval CFVs u 6 zvifat ze 6 (frekvence CFV = 0 cykld/hodinu: p<0,05;
rychlost pratoku krve kréni tepnou = 1069 % zakladni hodnoty; p=NS vzhledem
k zakladni hodnoté). Tricet minut po inhibici CFVs byl infizné podan lidsky
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rekombinantni FVila v davkach 0,1 mg/kg/min. po dobu 10 min. Infuze Faktoru Vlla
obnovila CFVs u vech zvifat, coz ukazuje, ze vazba Faktoru Vlla k TF je kompetitivni.
Protrombinové c¢asy, doby &astecné aktivace tromboplastinu a ex vivo agregace
krevnich desticek jako reakce na ADP a trombin se po infuzi FVilai nelisily od
zakladnich hodnot. FVii-Vlla tedy hraje délezitou rofi pfi iniciaci tvorby krevni srazeniny
};Q vivo. Podani Faktoru Vllai ukazalo vtomto modelu silny protisrazlivy efekt bez

ovlivnéni systémoveého srazeni.

Pfiklad 17. Inhibice tvorby krevni srazenmy vdrobnych tepnach pomou Iokalm

aplikace modifikovaného Faktoru Vlla.

Pri cevni chirurgii, chirurgickém rekonstruovani mikroskopickych cév nebo

replantacni  chirurgii byva nejcastéjsi pficinou nedspéchu tvorba krevni sraseniny . :

- vmistech spojeni. Riziko uzavéru krevni srazeninou se velmi zvy$uje, kdyz cévy

podiéhaji traumatu, vykazuji patologické-zmény nebo kdyZz jsou pro spojeni pouzity Zilni -

-segmenty. Proto se &asto v souvislosti s chirurgickou operaci uzivé zdsah proti srazeni

‘krve. Latky, které jsou bézné dostupné a v téchto pripadech pouzivané se podavaji

parenteraine (heparin, dextran) nebo orélné (ASA) a se véemi jsou spojeny vedlej$i
hemoragicke ucinky. Navic heparin a zvlasté ASA jsou pfi zabranéni tvorby (tepenné)

krevni srazenmy pouze castecné ucmne Na zaklade techto nedostatku eXIStUJe

pomoci Iatky, ktera se vaZe a je (Cinnd v oblastech spojeni a mistech cevniho
traumatu, latky kterou je mozno aplikovat lokalné a vyhnout se tak nezadoucim

vedlej$im systémovym Gginkim. V tomto Pfikladu byla pro vyvolani antitrombotického

. ucinku pqﬁiita lokalni aplikace Faktoru Vila s inaktivovanym aktivnim mistem na mista

| potreba zabraml tvorbé krevni srazemny v prabéhu chlrurglckeho zakroku na cevach -

siepenn'ym traumatem, bez toho, ze "by soubezné vznikla tendence k zvy$enému .

krvaceni nebo jinym hemostatickym efektam.

Metody:

Svedsti kralici (samci i samice), vazici asi 3.5 kg byli krmeni standardni
granulovou dietou s dostatkem vody. Pfed pouiitim' k pokusu byli pfinejmensim 1 tyden
v laboratofi pozorovani, zda netrpi nemoci.

Do okrajove usni cévy byla kralikim zavedena kanyla a pomoci pentobarbitalu
sodného (18 mglkyg) byla navozena anestézie, ktera byla udrZovana pomoci
opakujicich se injekei.
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Na kizi obou usi byly vyt\_/ofeny chlopné a vypreparovany 3 cm diouhé useky
stfrednich tepen (vnéjsi primér asi 1 mm). VSechny odbocCky byly zasity stehy 10-0 a
odstrizeny. Prostor operace byl omyvan izotonickym solnym roztokem a prekryt tenkou
plastickou folii. Pro udrzeni stalého a vysokého prutoku krve a kvali zabranéni
kieovitym stahim cév byla zvifata umisténa na tepelné podloZzky a udrzovana za
slabé hypertermickych podminek pfi télesné teploté asi 39,5 °C (normalni télesna
teplota je asi 38,5 °C), a po manipulacich byly mistné aplikovany na cévy 3 kapky
lidocainu 10mg/ml (po opétném obnoveni pritoku a po testovani prachodnosti 30 min.
po opétném obnoveni pratoku).

Na cévy po obou stranach byly souCasné umistény dvojice mikrocévnich svorek .
(S&T 2V, S&T Marketing Ltd., Neuhausen, Switzerland), tak aby mezi -svorkami by!

- izolovan usek tepny dlouhy 7 mm. Bylo provedeno podéiné rozfiznuti tepen (7 mm), -

nacez byly sponky pfiblizeny, cévy uvedeny do spravné polohy a vnitfek cévy obracen

- a zplostén, ¢imz se obnazily hlub$i Urovné stfedni vrstvy cévni stény. Rezy na tepnach

byly uzavieny spojitym jednovlaknovym nylonovym 10-0 stehem (Ethilon 10-0 BV-75-3,
Ethicon Ltd., Edinburgh, U.K.). Véé'chny chirurgické procedury byly provedeny jednim
chirurgem za pouziti vysoce kvalitniho operaéniho mikroskopu (Wild M-650, Leica-
Heerbrugg, Heerbrugg, Switzerland).

V cevach byl abnoven pritok souc¢asnym otevienim cévnich svorek. Byly rychle
prekryty gazovymi polstarky nasaklymi fyziologickym roztokem a kontrolovany
jedenkrat za minutu. Byl zaznamenan &as potfebny k Uplnému zastaveni krvaceni
z takovéhotdjporanéni tepny.

Vdobe 30 min. a 120 min. po obnoveni pritoku krve -byla stanovena
pchhodndst cev pomoci standardniho mikrochirurgického ,empty/refill, testu: cévy byly

opatrmeé uzavieny v misté vzdaleném od traumatické oblasti pomoci paru mikrosvorek a

_vyprazdnény po sméru toku krve jinym parem svorek. Po uvolnéni prvniho paru svorek

bylo hodnoceno opétné napinéni cévy krvi, a cévy byly klasifikovany bud jako
pruchodné nebo uzaviené. Uzaviené cévy nevykazovaly opétné napliiovani krvi,
zatimco prachodné cévy vykazovaly rychlé nebo pomalé napinovani krvi, druhé
jmenované byly oznaceny ,se snizenou prachodnosti,, Po konecném testu
prichodnosti byly cévy vystiizeny a podéiné otevieny, pficemz tromboticky material byl

vyjmut a zvazen.
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Léciva:
Rekombinantni chemicky inaktivovany lidsky Faktor Vlla (Vliai) v koncentraci 3,1

mg/mt nebo vehikulum byly uloZeny ve formé 200 ml alikvot(r v kddovanych ampulkach.

Experimentalni protokol:
Dvacet kraliki bylo osetfeno ve slepém, nahodné usporadaném pokusu tak, jak
je popsano dale, pfiemz kazdy kralik zarover slouzil jako vlastni kontrola: po

provedeni hlubokého tepenného poskozeni, jak bylo popséano vyse v metodické sekei

‘obnazene traumatické misto na jednom uchu bylo omyvano v prdbéhu 5 min. roztokem

Vllai (celkom 0,5 mg) a na druhém uchu vehikulem. Promyvané traumatické oblasti byly

_"ponechany inkubovat v roztoku po dobu dalsich 5 min., po ¢emz byl veskery piebytek

~roztokl oplachnut izotonickym soinym roztokem. Arteriotomie byly pak uzavieny a

v cévach obnoven pritok krve.

Statistické metody:
Vysledky méfeni prichodnosti cév byly porovnany pomoci znaménkového testu
a vahy srazenin a Udaje o krvaceni arteriotomii pomoci Wilcoxonova testu. Jako

vysledky jsou uvedeny oboustranné p-hodnoty.

Vysledky:

Podéi/éni Vllai melo za nasledek rlzny protisrazlivy efekt, jak bylo méfeno
stupném prichodnosti cev. Ve ékupiné Vllai byla prichodnost cév 30 min. po obnoveni
prutoku kf{}e 85 % a 120 min. po obnoveni pritoku krve 75 %. Odpovidajici hodnoty u
skupiny s vehikutem byly 40 % a 30 %. Rozdil je statisticky vyznamny (p=0,008 a
p=0,004). Stfedové vahy srazenin byly 0,3 mg ve skuping Vllai a 0,5 mg ve skupiné
s vehikulem, tfebaZe tento rozdil neni statisticky vyznamny (p=0,19). Stfedové doby
krvaceni arteriotomii byly 1,5 min. ve skupiné Vllai a 2 min. ve skupiné s vehikulem.
Skupiny nejsou statisticky rozlisitelné (p=1).

Tento Priklad ukazuje, Ze mistni aplikace Vllai na misto s tepennym
poskozenim, ma protisrazlivy Udinek, pficemz véak nevyvolava sklon k zvySenému
krvaceni. To predstavuje vysoce atraktivni pristup pro zabrénéni trombotickych
komplikaci pfi chirurgickych zakrocich, mikrochirurgii krevnich cév, cévnich operacich a

jinych traumatech.
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Priklad 18: Mistni aplikace FVllai snizuje vahu krevni srazeniny a zlep$uje priichodnost
cév.

Tento Priklad ukazuje, ze mistni aplikace chemicky inaktivovaného FVlla (FVllai)
snizuje vahu krevni sraZzeniny a zlepsuje prachodnost cév.

V tomto Pikladé bylo pouzito 20 kralikdi v anestézii. Byla odhalena kréni Zila a
svorkami byl izolovan usek .o délce 10 mm. SraZenina byla indukovana pomoci

kombinace ‘chemického rozruseni bunécné vystelky (ethoxysclerolem)- izolovaného

Useku a castecného podvazani, umisténého kaudalné od Gseku. Ve slepém, ndhodné

FVlla (FVllai) a druha pufrem. Testovana latka byla podana injekéné do izolovaného

~ useku Zily a inkubovana 10 min. po chemickém rozru$eni bunééné vystelky. Po 30 @

120 min. byla kontrolovana prichodnost cév pomoci standardniho ,empty/refill, testu.

Pfipadna srazenina byla zvazena po usmrceni zvifete.

stfedova | rozsah vah
vaha krevni | krevnich p- pruchodnost p- pruchodnost p-
srazeniny stazenin ﬁodnota po 30 min. | hodnota | po 120 min. ' hodnota
|Fvilai| 085mg | 0-22,3mg 90 % 85 % . |
, o 0,035 _| 00070 0070 | |
pufr | 93mg | 0-22,3 mg 55 % 50 %

Tusporadaném pokusu byla jedna strana oSetfena 0,5 mg chemicky inaktivovaného

Vysiedky ukazuji, Ze mistni aplikace inaktivovaného FVlla vyznamné snizovala -

- vahu krevnii srazeniny a zlepsovala prichodnost cév v pouzitém modelu Zilnf trombozy.

: '_Pﬁklad 19 Podani FVHai zmensuje velikost oblasti rizika a zdokonaluje opétné krevni

Zasobovani.

Metody:

Priprava pokusu.

Bylo studovano dvacet osm Novozélandskych bilych kralikt obou pohlavi (3,2 az 3.8
kg). Kratce feceno, kralici byli uspani smési ketaminu (35 mg/kg) a xylazinu (5mg/kg)
podanou intramuskuldrné, intubovani a bylo jim provadéno umélé dychani pomoci

respiratoru (Harvard Apparatus Co., Cambridge, MA). Polyetylénové katétry byly
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zavedeny do aorty levou krkavici a do kréni Zily pro monitorovani tepenného tlaku a
padavani [éCiv. Hrudnik byl rozfiznut v patém mezizebernim prostoru a byt otevien
osrdecnik. Polyetylénovy katétr byl umistén do levého predsifiového pfivésku pro
pozdejsi injekce barvenych mikrokulidek. Velka krajni vétev zahnuté véncité tepny byla
docCasné uzaviena pfiblizné 0,3 cm od jejino potatku kligkou chirurgické nité. Uzavieni
vencité tepny bylo ponechano 30 min., potom bylo podvazani uvolnéno a umoznéno
opétne krevni zasobovani po dal$i 55 hodiny. Béhem pokusu byl kontinualné

zaznamenavan systémovy tepenny tlak (snimaé tlaku Statham P23 DB, Gould

[nstruments).

‘Experimentalni protokol’

V okamziku obnoveni pritoku krve byla zvifata nahodné piidélena do nékteré
z nasledujicich skupin s odliSnymi odetiovacimi postupy. Kontrolni skupina obdrzela
davku 5 ml fyziologického roztcku do levé srdeéni predsing; skupina o$etfena lidskym
rekombinantnim Faktorem Vlla s blokovanym aktivnim mistem (FVIlai, Novo Nordisk
AlS, Gentofte, Denmark, davka 1 mg/kg do levé srdeéni piedsing): skupina odetiena
lidskym rekombinantnim aktivovanym Faktorem Vlla (FVlilai, Novo- Nordisk A/S,
Gentofte, Denmark, davka 1 mg/kg do levé srdeéni predsing).

Urceni velikosti rizikové oblasti, rozsahu infarktu a oblasti bez krevniho zésobovani (jev
Jno-reflow,).

Pro odhadnuti roziozeni krevniho zasobovani tkané na konci pokusu (jev ,no-reflow,,
NR), obdrzela zvifata injekci 6% roztoku thioflavinu S (1 mg/kg) pomoci katétru do levé
srdecni pfedfsiné. Aby bylo mozno urcit velikost rizikové oblasti infarktu, véndita céva
byla bezprpstiedne po injekei thioflavinu opétné uzaviena a pomoci katétru byl do levé
srdecni p?édsiné injikovan roztok klasterni modfi (E.l.DuPont; 1 mg/kg). Srdce bylo .
ihned nato vyjmuto a leva srdeéni komora oddélena od ostatnich struktur a zvazena.
Leva srde¢ni komora byla zmrazena na —70 °C po dobu 30 min. a roziezéna na 8 az 10
platkt rovnobézné se sinokomorovou ryhou. Obrysy normainé prokrvované srdecni
svaloviny a rovnéz rizikova oblast byly sledovany podle rozlozeni klasterni modfi na
pruhledné plastikové plose Rezy pfipravené ze srdeéni svaloviny pak byly pozorovany
v ultrafialovém svétle a normalné prokrvovana svalovina (fluoreskujici) byla pak snadno
odlisena a oddélena od ischemické svaloviny (nefluoreskujici) podle rozloZeni
thioflavinu. Tyto oblasti byly také sledovany na prihiednych plastikovych plochach.
Rezy pak byly dale inkubovany v 2% roztoku trifenyltetrazoliumchloridu (TTC, Sigma
Chemicals) po dobu 10 min. pfi 37 °C, aby byla zviditelnéna oblast nekrdzy. Znovu byla
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pouzita prahledné plastikova plocha pro sledovani obryst normaini svaloviny (TTC-
pozitivni) a infarktove ¢asti (TTC-negativni).

Byly vypocteny nésledujici proménné: 1) ablast s rizikem infarktu, jako procento
levé komory, zjisténé na konci obdobi obnoveného krevniho zasobovéani (rozloZzeni
kiasterni modfi) (AR), 2) rozsah infarktu (infarct size — 1S), jako procento oblasti
s rizikem infarktu, ve které se skutecné vyvinula nekroza podie kritérii barveni TTC; 3)
procento oblasti s rizikem infarktu, ve které bylo pferuseno zasobovani krvi na konci
obdobi obnoveného krevniho zasobovani (jev ,no-reflow, ).

Mereni krevniho pratoku v oblasti srdeéni svaloviny.

Krevni pritok v oblasti krevni svaloviny (RMBF — regional myocardial blood fiow) byl
méfen u vsech kraliki v kazdé osdetfované skupingé. Razné& zbarvené umélohmotné
mikrokulicky (modré, Cervené a zluté, Triton Technology, San Diego, CA) byly pouzity
pro mereni RMBF 20 min. po uzavfeni a 10 min. a 5 hodin po obnoveni krevniho
zasobovani. Velikost mikrokulicek byla 15 £ 1 um a byly suspendovény v roztoku 10%
dextranu s 0,01 % Tweenu 80. Aby byl zajisténo odpovidajici rozptyiéni, mikrokulicky
byly pred pouzitim sonikovany v ultrazvukové lazni po dobu 5 min. Pfiblizné 500 000
mikrokuli¢ek bylo injikovéno (v celkovém objemu 0,5 az 1,0 ml) do katétru levé srdeéni
predsine. Minutu pred injikovanim mikrokulicek bylo zapoéato s odbérem referenénich
vzorkl tepenné krve, kterd pokracoval az do doby 1 min. po injekci. Na zakladé TTC
barveni byly vybrany tkanové vzorky (100 az 300 mg) ze stredu ischemické oblasti a z
neischemicke oblasti. Mikrokulicky pak byly z tkéné odstranény vyluhovanim v 4 M
KOH pri 72 C po dobu 3 hodin a z referencnich vzorkd krve vyluhovanim v 16 M KOH
pfi teploté mistnosti a naslednou mikrofiltraci, podle instrukei vyrobce. Barvy pak byly
z kulicek ~ziskany do znamého objemu rozpoustédia (dimetylformamid) a jejich
koncentrace uréena spektrofotometrii pii optimalnich vinovych délkach pro kazdou
barvu podle navodl vyrobce. Slozené spektrum kazdého barevného roztoku bylo
rozlozeno na spektra jednotlivych slozek pomoci techniky inverzni matrice. Krevni tok
pro kazdy vzorek krevni svaloviny byl spocten podle vzorce: RMBF = Fr x Am / Ar, kde
RMBF = krevni pratok srdec¢ni svalovinou v mifmin., AM = absobance ve vzorku z
krevni svaloviny a Ar = abscbance v referenénim krevnim vzorku. Hodnota krevniho
pritoku srdeéni svalovinou byla vydélena véhou vzorku (za vihka) a vyjadiena

v mlimin./g.
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Pro urceni, jaky vliv ma podani FVilai a FVIl na systémovou krevni koagulaci, byly
mereny protrombinovy &as (PT - prothrombin time) a doba castedné aktivace
tromboplastinu (aPTT ~ activated partial thromboplastine time) na pogatku a 30 min. po
podéani l&Civa. Vzorky krve (4,5 ml) byly odebirany do 0,5 ml citratu sodného (3,8 %) a
centrifugovany pro oddéleni plazmy pfi 2000 g 10 min. pfi teploté 4 °C. PT a aPTT byly
meéreny duplicitné do dvou hodin po provedeni krevniho odbéru.

Statisticke analyzy

Vysledky jsou vyjadfeny ve formé priméru + standardni odchylka priméru. Pro

porovnani mezi skupinami byla pouzita variance. QOdchylky pro jednotlivé skupiny byly

- testovany Studentovym t-testem pro neparova pozorovani s Bonferroniho korekci. Pro - -

porovnani hemodynamickych proménnych, stejné jako pritoku krve raznymi oblastmi
krevni svaloviny mezi skupinami, byla pouzita analyza variance v usporadani pro

opakovana méfeni.

Vysledky
Dvacet asm kralikl podstoupilo chirurgicky zakrok; dvé zvifata zahynula v prabéhu
uzaveru vencitych cev na fibrilaci srdeénich komor jeété pred umisténim do té které
osetrovaci skupiny a dva dal$i krélici zahynuli béhem obnoveni krevniho prutoku
(eden v kontrolni skuping, a jeden ve skuping, ogetiované FVlla). Tato zvifata byla
vylouCena z.nasledujicich statistickych analyz. Tedy bylo v kazdé o$etfované skuping
zahruto do studie osm zvirat,

Hemodynamickéa méreni:
Ve véech Péetfovanych skupinach indukovalo uzavieni vénéitych cév slabé snizeni
srdecni frekvence a stredniho tepenného tlaku. Mezi témito tremi skupinami nebyly
v pribehu experimentainiho obdobi zjistény odchylky v srdeéni frekvenci a stfednim
tepennem tlaku (Tabulka 1).

UrCeni velikosti rizikové oblasti rozsahu infarktu a oblasti bez krevniho
zasobovani (jev .no-reflow,):
Uzavreni véncitych cév mélo za nasledek vznik rizikové oblasti (hodnocené pomoci
injekce klasterni modri na konci pokusu), jejiz velikost byla podobna u viech tfi r(izné
oSetfovanych skupin (316 + 6,3, 282 + 4.1 a 282 + 5,3 % levé komory u kontroini
skupiny, skupiny oetfené FVllai a skupiny osetiené FVila, p=NS).
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Po 30 minutovém uzavieni vénditych cév a 5,5 hodiny obnoveného krevniho
pritoku, byl podil rizikové oblasti, ktery piedel do stadia nekrozy 598 + 12,8 %
v kontroini skupiné (Obr.7). Podani FViai vyznamné zmensilo rozsah infarktu na 28,1 £
11,3 % plochy rizikové oblasti (p<0,01 podle ANOVA, Obr.1), zatimco podani FVlila
bylo spojeno s vyznamnym zvy$enim rozsahu infarktu na 80,1 & 13,1 % plochy rizikové
oblasti {p<0,01 vzhledem ke kontrolam a skupiné kraliki osetfenych FVIiai, Obr.7).

U skupiny kontrolnich kralikG 24,4 + 2,7 % rizikové oblasti infarktu se stalo
oblasti bez krevniho zasobovani, jak bylo zjisténo pomoci.distribuce thioflavinu S na
konci pokusu (jev ,no-reflow,). Rozsah této oblasti bez krevniho zasobovéni byl
vyrazné zmengen pomoci FVilai na 11,1 £ 6,1 % a vyrazné zvétsen po aplikaci FVIla
na 61,9 + 13,8 % rizikové oblasti infarktu (p<0,01, Obr.8).

Predeslé vysledky potvrdily, Ze rozsah oblasti srdeéni svaloviny, ktera zistane
bez krevniho zasobovani po obnoveni krevniho obéhu po infarktu, zavisi na ruznych
parametrech; nejddlezitéjsi jsou velikost rizikové oblasti, rozsah infarktu a rozsah
zbytkového vedlejdiho pritoku béhem uzavieni. Kontrola téchto parametrl dovoluje
presnéjsi odhad vlivu zakrok( na rozsah vzniklé oblasti bez krevniho zasobovani. Kdyz -
byl rozsah oblasti bez krevniho zasobovani u kontrolnich kraliku v predkladane studii
s témito parametry porovnan, byl pozorovan vztah, vyjadreny linedrni regresni rovnici:
NR (% levé komory [LV ~ left ventricle]) = -14,62 + 0,75(AR) + 0.07(lS) + 3,69(RMBF);
r2 = 0,98 Frtest = 109.3, (0.37)(0.3)(3,69), kde NR je oblast bez krevniho zasobovani,
AR je rizikovg&x oblast a RMBF je rozsah zbytkového vedlej$iho pritoku béhem uzavieni
(v mllmin‘/g),l Cislo v zavorkach ukazuje standardni chyby koeficientd. S hodnotou r2
rovﬁajici se 0,98 tento modet vysvétiuje >95 % variability plochy -oblasti bez krevniho
zasobovani, jez byla pozorovana v této studii u kontrolnich kralikd.

Koeficienty rovnice, které byly ziskany pomoci hodnot od kontrolnich kraliki v
regresni rovnici, pak byly pouzity k vypoctu céekavané velikosti oblasti bez krevniho
zasobovani pro jednotliva zvifata v kazdé oSetfované skupiné (Obr.8). SkuteCné
pozorované velikosti oblasti bez krevniho zasobovani u krélik&, kterym byl podan
FVliai, byly vyznamné mensi, nez bylo ocekavano podle vypoctd, provedenych pomoci
rovnice. ziskané mnohonasobnou regresni analyzou. Opravdu u kralikd 1é€enych
FVilai, pro kteroukoliv ocekavanou oblast bez krevniho zasobovéani, skute¢né
pozorovana velikost byla vzdy mensi, takZe véechna zvifata této skupiny se rozkiadala
pod regresni primkou. ziskanou pro kontrolni zvifata (Obr.9). Naopak, krélici 1éceni

FVila vykazovali pravy opak, t. pro kieroukoliv ogekavanou oblast bez krevniho
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zasobovani, skuteéné pozorované velikosti byly vZdy vyznamné vétsi, tak ze vsechna
zvifata se rozkladala nad regresni pfimkou, ziskanou pro kontrolni zvifata (Obr.9).
Souhrnné feceno, tyto Udaje ukazuji, ze zmenseni velikosti oblasti bez krevniho
zésobovani, pozorované u kralikd lecenych FVIlai, neni zcela vysvétlitelné zmensenim
rozsahu infarktu a naznauji, ze aktivace koagulaéni kaskady zevniho srézeni krve
béhem obnovy krevniho zasobovani po infarktu, pfispiva ke vzniku oblasti bez krevniho
zasobovani. '

Méreni krevniho pratoku v oblasti srdeCni svaloviny:

U kontrolnlch zwrat v oblasti myokardu nepostizene mfarktem byl prumerny RMBF
1,20 miimin. /g kané v celém pribéhu studia (Udaje nejsou uvedeny). U téze skupiny,
- zvitat, ‘RMBF v oblasti. myokardu postizené infarktem, byl 0,08 + 0,02, 1,43 % 0, 28 a..

" 0,98 + 0,19 ml/minJg tkané 20 min. \bo uzaveru ven&ité tepny, 10.min. a 5 hodin po

obnoven;:krevnino pritoku. Aplikace riznych léky, pouZitych v této préaci, vyznamné -
nezménila RMBF v pribéhu pokusného .obdobi ani v normalnim myokardu, ani
v myokardu postizeném infarktem,.ve srovnani s kontrolnimi zvifaty.

Koagulacni studia:

Ke studiu moznych systémovych viivii FVIlai, kieré by mohly zvysit riziko krvacivosti,

byly méfeny PTs a aPTT ve krevnich vzorcich odebiranych v 30 min. CFVs a po podani .

~.FVllai a EVlla. Na konei 30 min. obdobi CFVs byly praméré hodnoty PTs aaPTT 8,2
0,6 sekundy a 25 + 3 sekundy. Slabé zvyseni PTs na 10,1 + 0,6 sekundy bylo

pozorovano po podani FVllai (Obr.11). Toto zvySeni véak nedosahuje statisticke
vyznamnosti (p =0.09 podle ANOVA a Studentova t-testu s Bonferroniho korekci). aPTT.
se vyznamne nezménil po podani FVllai (Obr.10). Podani FVlla mélo za nasledek
vyrazné zkraceni jak PTs tak aPTTs pouze vzhledem k hodnotam, ziskanym po podani
FVilai (Obr.11) |
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Tabuika I: Hemodynamické proménné v prib&hu uzavéru a opétného uvolnéni véncite
tepny
Tepova frekvence (tepy/min.)
PObAPO | ontrola | SQ29548 | Dazoxiben | R6BOTO | ASA
uzavreni
0 17545 170 £ 4 178 £ 6 169 £ 5 1
30 min. 169 + 4 165+5 | 1735 16446 1
N 1hodina | 169t6 16744 | 171%5 1665 | 1
o 2hodiny | 1735 | 172&5 | 17516 170 +5 1
3 hodiny 170+4 | 168%5 177+5 | 168+6 1
4hoding | 175%5 16856 | 1745 | 169%5 1
5 hodin 1755 172+2 | 17315 172£6 1
6hodin |~ 168+5 170 + 4 1745 16845 1
Stredni tepenny tlak (mm Hg)
POPBRS | Kontrola | 5029548 | Dazoxiben | R68070 | - ASA
uzavreni [
0 %, 75%5 78+3 | 78:4 7313 7
30 min. 69 + 4 6514 71£3 6744 6
Thodina | 693 67 + 4 7144 69 £ 4 6
. 2 hodiny 73+ 4 75+ 4 7545 7244 7
; 3 hodiny 7414 7513 7745 7543 7
4 hodiny 7515 78+4 | 76t4 73t 4 7
) 5 hodin 734 7445 78+5 72+4 7
6 hodin 73+5 76+4 74+5 73+5 7
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Tabulkall: -~ = g,
Krevni pritok oblasti srdecni svaloviny (mi/min./g tkané) v prabéhu uzavéru véncitych
cév a po nasledném obnoveni krevniho obéhu . '
oA T S
v+ | Kontrola 2V ETR FVila
Normalni srdeéni | T ' |
Ce e " U Y [N vt w
svalovina
20 min. CAO 119£022 | 103:019 | 127+024
el e . . A ! W oLl R . TR
T Jomin REP | 1224015 | L A110%037 [ TAM9E0200 LT

2 hodiny REP |» - 1,17 £0,48 -1 | ++1,07£0,16 ° | 4 1,22£019-

e - P— . e L Foieoy o

'l Ischemicka srdeéni vt
svalovina _ I _ _
20 min. CAO 0,09'% 0,05 0,08 0,05 008 +0,04
10 min. REP 153 +0,12 165+ 0,18 124 £0,14
 2hodinyREP | 089:014 | 123%015 0724013

- - - - - - CEE - . - e ey rwae ot

CAQ= uzavieni véncité tepny (Coronary Artery Occlusion)
REP :___ob;woveni krevniho zasobovani (Reperfusion)
Priklad 19, Podavani FVllai snizuje rozsah infarktu a velikost oblasti rizika infarktu
Exé’ozicé' tkéhd'\réhonfakto’ru nastava vprﬁb'éhhu obndveni krevniho zasobeni
srdce pd infarktQ uvnitf vénditych cév a vede ke snizeni mistniho krevniho pritoku. |
Abychom urdili, zda expozice tkanového faktoru mize pfispét k poskozeni
myockardu tim, Ze aktivuje srazeni krve a snizuje pratok krve veéncitymi cévami
v priibéhu obnoveni krevniho zasobeni srdce po infarktu, novozélandsti bili kralici byli

podrobeni na 30 minut uzavieni véncitych cév, po némz byl krevni obeh na 5,5 hodiny

obnoven. V pribéhu obnoveni krevniho obéhu zvifata nahodné dostala: fyziologicky
roztok (n=8): lidsky rekombinantni Faktor Vlla s blokovanym aktivnim mistem (FVliai,
100 upg/kg/min. po dobu 10 min. do levé srdeéni pfedsing n=8) nebo lidsky
rekombinantni Faktor Vila (FVita, 100 pg/kg/min. po dobu 10 min. do leve srdecni

predsing, n=8). Krevni pritok v oblasti srdecni svaloviny (RMBF) byl méfen pomoci
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barvenych mikrokuliCek v 20 minutach ischémie a 10 min. a 2 hodiny po obnoveni
krevniho zasobovani. Na konci pokusu byly pomoci distribuce kilasterni modfi a
thioflavinu a pomoci barveni TTC zméfeny: velikost rizikové oblasti infarktu (AR),
rozsah infarktu (IS) a velikost oblasti bez krevniho zasobeni (NR). Podani FVIlai mélo
za nasledek vyznamné zmenseni jak IS, tak NR vzhledem ke kontrolam (28,1 +11.3 %
a11,1+61% AR oproti 59,8 + 12,8 % a 24,4 + 82 % AR, p<0,01), zatimco podani
FVlla mélo za nasledek vyznamné zvétseni jak IS, tak NR na 80,1 £ 13,1 % a 61,9 &
13,8 % AR, p<0,01, vzhledem ke kontroié‘m. U skupin zvifat nebyly pozorovany rozdily
v krevnim tlaku, tepové frekvenci, AR 2 RMBF v 20 minutach ischémie. RMBF byl

vyznamné vy$$i 2 hodiny po obnoveni krevniho zasobovéani u zvifat, jimz byl podan

FVliai, zatimeo u kralika, jimz byl.podan.FVila byl ni2si. Tedy tkahovym faktorem

myokardu v obdobi obnoveni krevniho zasobovani po infarktu.

FVilai(AR) Kontrola (AR} FVila (AR)
S 281+113 159,8+12,8 80,1+13,1
NR 11,1£6,1 1 24,4+82 61,9+138

AR =.velikost oblasti s rizikem infarktu
IS = rozsah infarktu

NR = dblast bez krevniho zasobeni

?

/—\ék‘:olﬁi zde uvedeny vynalez byl popsan do jistych podrobnosti ilustracemi -a

- prikiady za ucelem jasnéno porozuméni, je zfejmé, 7e v ramci pfipojenych patentovych

naroku monhou byt uplatnény uréité zmény a modifikace.

Primyslova vyuzitelnost

Faktor VIl s modifikdvan;’zm aktivnim mistem piipraveny podle vynalezu Géinné
blokuje kaskadu krevniho srazeni a je pouzitelny pro zabranéni vzniku poskozeni
myokardu v souvislosti s ischemickou chorobou srdecni, pro léceni takto vzniklych

poskozeni, pro zlepseni prichodnosti cév a rovnéz pro mistni aplikaci na mista citliva

na vznik krevnich srazenin.

. zprostredkovana aktivace krevniho srazeni vyznamné pfispiva ke vzniku poskozeni -
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Seznam sekvenci
(1) V8eobecné informace

(i) Zadatel: ZymoGenetics a
Novo Nordisk AIS

(ii) Nazev vynalezu: Modifikovany Faktor VII -
] (v)  Pocet sekvenci: 4 - ) T
(V) Adresa pro korespondenci:

B) Ulice: Novo Alle
(C) Mésto: DK-2880 Bagsvaerd
(D) Stat: Dansko

(A) Adresa: Novo Nordisk A/S, Corporate Patents
(

(viii) Pocitatove vybaveni:
(A} Druh media: Floppy disk .
(B) Pecitac: IBM PC kompatibilni
(C) Operacni systéem: PC-DOS/IMS-DOS
(D) Sc_)‘fftware:’ Patentin Release #1.24

(ix) Udaje o nynéjsi zadosti:
() Cislo zadosti:
(J) Datum podani:

: {(K) Klasifikace:

(vii) Udaje o pfedchozi zadosti:
(B) - Cislo Zadosti: 08/475,845
(C) Datum podani: 7. cervna 1995
(D) Klasifikace:
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(i) Charakterlstlka sekvenoe
(A). délka: 2422 paru bazi
- (8)" typ: nukleov4 kyselina
(o) typ Tetézce: Jednovléknovy
(tv) topologie: linedmi

(i1) Typ molekuly: cDNA -
(1ii) Hypoteticka: ne
{iv) Anti-sense: ne

(ix) - Vyzhatné rysy:

S, Nézev/kllc‘. CcDS ...
“Umisténi: 28 1420

“Dalsi informace: lstartovam kodon- 28_ )
Iprodukt= “Faktor VII* = -

- - P Ty . -

) Popls sekvencec 1:

CCTCCCGACA ATACAGGGGC AGCACTGCAG AGATTTCATC ATG GTC TCC CAG GCC 55

‘Met Val Ser Gln Ala
-38 -35

CTC AGG CTC CTC TGC CTT CTG CTT GGG CTT CAG GGC TGC CTG GCT GCA 103
Leu Arg Leu Leu Cys Leu Leu Leu Gly Leu Gln Gly Cys Leu Ala Ala
-30 -25 -20

GTC TTC GTA ACC CAG GAG GAA GCC CAC GGC GTC CTG CAC CGG CGC CGG 151

val Phe Val Thr Gin Glu Glu Ala His Gly Val Leu His Arg Arg Arg
-15 =10 -5
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cGcC
Arg

GAG
Glu

. Lys

GAC
Asp

Gln

Asn

80

Gly.

TGT

Cys

ACA
Thr

GCC
Ala

TGC

Cys

GAC

Asp

CaG
Gln

CTC
Leu

€5

TGT
Cys

GGC

Gly

CGG

Arg

ccc

Pro

AAC

Asn

ARG

Lys

GCG

Ala

TGT
Cys
50

CAG

Gln

GAG
Glu

.,‘f‘GT

Cys

TGC

Cys

ACH
Thr

130

GCG
Ala

GAG

Glu

GAG
Glu
35

GCC
Ala

TCC

Ser

ACG
Thr

GAG
Glu

CAC
His

115

GTT
Val

Phe

GAG
Glu
20

AGG

Arg

TCA

Ser

TAT
Tyr

CAC

His

CAG
Gln
100

GAG

Glu

Glu

CTG

Leu

CAG

Gln

ACG
Thr

AGT

Ser

ATC
Ile

AAG

Lys

85

TAC

Gly

TAT
Tyr

GAG
Glu

TGC

Cys

AAG

Lys

CCA

Pro

TGC

Cys

70

GAT

Asp

TGC

Cys

TAC

Tyr

CCA

Pro

GAG
Glu

TCC

Ser

CTG

Leu

TGC
Cys
55

TTC

Phe

GAC
Asp

AGT

Ser

TCT

Ser

TGT
Cys
135

CTG

Leu

TTC
Phe

TTC
Phe
40

CAG

Gln

TGC

CAG
Gln

GAC

Asp

CTG
Leu

120

GGA

Gly

70

CGG
Arg

GAG
Glu
25

TGG

Trp

AAT

Asn

cic

Leun

CTG

Leu

CAC
His

105

CTG

Leu

Lys

CCG
Pro

10

GAG
Glu

ATT
Ile

GGG
Gly

CCT

Pro

ATC
Ile

90

ACG

Thr

GCh

Ala

ATA

Ile

Gly.

GCC
Ala

TCT

Ser

GGC
Gly

GCC
Ala
75

TGT

Cys

Gly

GAC
Asp

ccT

Pro

TCC

Ser

CGG

Arg

TAC

Tyr

TCC
Ser

60

TTC

Phe’

GTG

Val

ACC
Thr

GGG
Gly

ATT
Ile

140

CTG

Leu

GAG
Glu

AGT
Ser

45

TGC

Cys

GAG
Glu

AAC

Asn

ARG

Lys

GTG
Val

125

CTA

Leu

GAG
Glu

ATC
Ile
30

GAT

Asp

AAG

Lys

GGC
Gly

GAG
Glu

wels
Arg
110
TCC

Ser

GAA
Glu

AGG

Arg
15

TTC
Phe

GGG

Gly

GAC

Asp

CGG

Arg

ARC
Asn

95

TCC

Ser

TGC

Cys

Lys

159

247

2895

343

391

439

487

535

583
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AGA AAT

Arg

. Leu

GG

Asn
240

GAC
Asp

Asn
145

GGC

Gly

GTG

val
225

"CAC

His

CAT.

His

GCC
Ala

-GGG

Gly

- TGT

Cys

TGT

Cys

GAC
Asp

GTG

Val

AGC AAA
Ser ‘Lys

GAG TGT
Glu Cys

GGG GGG
Gly Gly
180

TTC GAC
Phe Asp
195

CAC GAC

His Asp

CAG GTC

i Gln Val

ATC GCG
Ile Ala

GTG CCC
val Pro
260

71

CCC CAA.GGC CGA ATT GTG

Pro Gln Gly Arg Ile Val

150

CCA TGG CAG GTC CTG TTG

Pro Trp Gln Val Leu Leu

165

Thr Leu Ile

ARA ATC AAG

Lys Ile Lys

CTC AGC GAG

Leu Sex Glu

"Asn Thr
18S

ARC TGG
Asn Trp

+200

CAC GAC

His Asp

~215.

ATC ATC CCC

‘Ile Ile Pro

230

-CTG CTC CGC

Leu Leu Arg
245

CTC TGC CTG

Leu Cys Leu

AGC ACG
Ser Thr

CTG CAC

Leu His

CCC GAA
Pro Glu

265

170

e

“ACC CTG ATC AAC ACC ATC

Ile

AGG
Arg

GGG
Gly

TAC
Tyx

CAG
Gln
250

CGG

Arg

GGE GGC

ANG

Gly Gly Lys

155

TTG

Leun

Trp

ARC

Asn

GAT

AsSp

GTG
val

GTG
Val

CcTG

Leu

GAG
Glu

. 220

GTC.

val

235

ccc

Pro

ACG
Thr

CCG

Pro

GTG
val

TTC

Phe

AAT
Asn

GTC

val

ATC
Ile
205

CAG

Gln

GGC
Gly

GTC

Val

TCT

Ser

GTG
val

GGA
Gly

TCC
Ser

190

GCG
Ala

AGC

Ser

ACC

Thr

CcTC

Leu

GAG
Glu

270

TGC
cys

GCT
Ala
175

GCG
Ala

GTG

Val

CGG
Arg

ACC

Thr -

ACT

Thr
255

AGG
Arg

631

673

727

775

823

871

919

367
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ACG CTG
Thr: Leu

CTG GAC

Leu .AsSp

CGG CTG

Arg Leu

305

TCC .CCA

Ser Pro

320

‘AGC ARG

Ser Lys

TAC CGG

Tyr Arg

TGC GCﬂ
Cys Ala

ATC GAG
Ile Glu
385

CTC. CTG
Leu Leu

400

Gce
Ala

CGT
Arg
290

ATG ACC

Met

ART

Asn

GAC
Asp

pelele

Gly

ACC
Thr
370
TGG

Trp

CGA

Arg

e
Phe
275

GGC

Gly

Thr

ATC

Ile

TCC

Ser

ACG
Thr
355

GTG

Vval

CTG

Leu

GCC
Ala

‘GTG

val

GCC
Ala

CAG
Gln

ACG
Thr

TGC
Cys
340

TGG

Trp

GGC

Gly.

CAA

‘Gln

CCA

Pro

CGC
Arg

ACG
Thr

GAC

Asp

GAG
Glu

‘325

ARG
Lys

TAC

Tyr

CAC

His

AAG
Lys

TTT
Phe
405

TTC
Phe

GCC
Ala

TGC
Cys
310

TAC

Tyr

GGG
Gly

CTG

Leu

TTT

Phe

CTC
Leu

390

cccC

Pro

Ser

Leu
295

Leu

ATG
Met

GAC
Asp

ACG
Thr

GGG

Gly
375

ATG
Met

TAG

Leu

280

GAG
Glu

CAG

Gln

TTC
Phe

AGT

‘Ser

GGC
Gly

360.

GTG
val

cGC
Arg

72

GTC
Val

CTC

Leu

AGC

Ser

ATG
Met

CAG

Gln

TGT

Cys

GGA
Gly

345

ATC
Ile

TAC

TCA

Ser

TCA

Ser

GCC
Ala
330

GGC

Gly

GTC
Val

ACC
Thr

GAG
Glu

GGC
Gly

GTC

val

CGG

Arg
315

GGC

Gly

CCa

Pro

AGC

Ser

AGG

Arg

CCA

Pro

39§

TGG
Trp

CcTC
Leu

300

ARG

Lys

TAC

Tyrx

CAT

His

TGG

Trp

GTC
Val

380

CcGC
Arg

GGC
Gly
285

AAC

GTG

val

TCG

Ser

GCC
Ala

GGC
Gly
365

TCC

Ser

CCA

Pro

C CCAGCAGCCC TGGCCTGTIGG

CAG CTG
Gln Leu

GTG CCC
vVal Pro

GGA GAC

Gly Asp

GAT GGC
Asp Gly
335

ACC CAC
Thr His
350

CAG GGC

Gln Gly

CAG TAC

Gln Tyf

GGA GTC
Gly val

1015

1063

1158

1207

1303

1351

1396
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AGAGAAAGCC

TTAATGGGGT

AACAGAGAGA

ACTCAAAGAG

. ATGAGAGGCA
" GGAGGCAGAC
GATCTGCTGE
CACACATGGA
GATGCACACA
GATATGCACA
CGCACACATC

¢

GATATGCACA
.
ACACAGATGC
ARGGCGGTTG
AATTCAGAAG

TCTCCCTTCG

ATARACGGCT

ARGGCTGCGT

AGAGGAGGGC

GACAGAGACA

ACTCCAAGAT

- e

GAGGCAGACA

AGCCCAGCTG

CCCTCAGGCT

TGCACACACA

v

CAGATGGTCA

CACAGATGCA

AGTGCACACG

CACATGGATG

ACACACAGAT

TTTAGCTCTC

CATCACCATG

CTGGGTGCCG

GCGTCTCCTC

CGAACTGTCC

ATGGGAGGGA

GAGAGAGACT

TCAAAGAGAC

GGCGCTGGAC

AGCCTCCTTA

GCTGCTCTGC

CACACGCCAA .

CACAGAGATA
CACACAGATA
;ATGCACAGA
AGCACACACA
GCACACACAC
ACTTTTCTGG
CATGGTGGCG

GGCTGCACAG

CGCACACCTG

73

TGGCACCARA .
GGGAGAGGTG
GAGGGAGAGA .
TAATAGAGAC
AGAGGGGCAG
CCTCCCTTCA
CTTCATTGCT
TGCACACACA
CGCAARCACA
TACACATGGA
GATATGCACA
CACCAAGTGC
CGATGCTGAC
TTCTTATCCA
AATGCCCCCA

ACTATTCCCC

TGGTGCCTGC

TCCCATATAT
GGGAGGGAGA
CTCTGAGGAC
ACAGAGATGG
GGGAGTGCCA
GCCARGCCCC
GGAGACAGTA
CAGAéATATG
CCGATGCACA
TGCACGCACA
CA;;GATGTG
GCACACACAC
TCCATGTGTG
TTATCATCTT
AACTCTCCCC
ACCTGCTTCC

CACCCAAARA

. -
FRY I3l

TCTTCTGCAG

CAGAGACAGA

ATGGAGAGAG

AARTAGAARAG

AGGTTGTCCT

ACCTGCACGT

GAGGCATGAA

CACACACACG

CGCACATAGA

TGCCAATGCA

CGCACACACA

CGATGTACAC

CTGTCCTCTG

CACTTCAGAC

CAAATGTATT

CAGCTTCACA

1456

1516

1576

1636

1696

1756
1816
18?5
1936
1996

2056

2116

2176

2236

2296

2356

2416

2422
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(2) Informace k sekvenci & 2:

(i) Charakteristika sekvence:
(n)  delka: 444 aminokyselin

5 {B) typ: aminokyselina”
(D) topologie: linearni
(11 Typ molekuly: protein .

10 (xi) Popis sekvence &. 2:

‘Met Val Ser Gln Ala Leu Arg Leu Leu Trp Leu Leu Leu Gly Leu Gln
-38 -35 | -30 25

153. Gly Cys Leu Ala Ala Val Phe Val Thr Gln Glu Glu Ala His Gly val
-20 ~15 -10

Leéu His Arg Arg Arg Arg Ala Asn Ala Phe Leu Glu Glu Leu Arg Pro

-5 1 S 10
20 .
Gly Ser Lel Glu Arg Glu Cys Lys Glu Glu Gln Cys Ser Phe Glu Glu
15 20 25
¥
Ala Arg Glu Ile Phe Lys Asp Ala Glu Arg Thr Lys Leu Phe Trp Ile
25 g{ 30 35 | 40

Ser Tyr Ser Asp Gly Asp Gln Cys Ala Ser Ser Pro Cys Gln Asn Gly
45 50 55

)

30 Gly Ser Cys Lys Asp Gln Leu Gln Ser Tyr Ile Cys Phe Cys Leu Pro

!

60 65 70

Ala Phe Glu Gly Arg Asn Cys Glu Thr His Lys Asp Asp Gln Leu Ile

75 ‘ 80 85 90
35
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Cys

Gly

Asp

Pro

Gly

155

Leu

Trp

Asn

Val
235

Pro

Thr

Val

Thr

Gly

Ile

140

ély

Val

val

Leu

Glu

220

Pro

Val

Phe

Asn

Lys

val

Leu

Lys

Asn

Val

Ile.
208’

Gln

Gly

Val

Sexy

125

Glu

Arg-

110

Ser

Glu

Val

Gly

Asn Gly Gly Cys
95
Ser

Cys Arg Cys

75

Glu Gln Tyr Cys
100
Glu

His Gly Tyr

Ala

.'175

Ser

1%¢0

Ala

Ser

Thr

Leu

Glu

270

Ala

val

Arg

Thr

Thr

255

Arg

Thr

Arg

Pro

160

Gln

Ala

Leu

Arg

Asn

240

Asp

Thr Leu

Pro

Thr

115

val

30

Asn

145

Lys

Leu

His

Gly

Val

22%

His

His

Ala

Gly

Cys

Cys

Glu

210

Ala

Asp

val

Ala

Ser

Glu

Gly

Fhe

Glu

Lys

Cys

Gly-

180

Asp

igs *

His

Gln

Ile

val

Phe
275

Asp

val

Ala

Pro

260

Val

Tyr

Pxo

Pro

165

Thr

Lys

Ley

Ile

Leu

245

Leu

Arg

Pro

Ser

Ser

Cys

Asp

Leu

120

Gly

135

Gln

150

Trp

Leu

Ile

Ser

Ile

230

Leu

Cys

Phe

Gly

Gln

‘Ile

Lys

Glu

215

Pro

Arg

Leu

Ser

Arg

Val

Asn

Asn

200

His

Ser

Leu

Pro

Leu

280

His

105

Lys

Ile

Leu

Thr
185

Trp

Asp

Thr

His

Glu

265

val

Thr

Ala

Ile

Val

Leu

170

Ile

Axg

Gly

Tyr-

Gln

250

Arg

Ser
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Gly Trp
Val Leu
300

Arg Lys
15

Gly Tyr

Pro His

Ser Trp

.Arg Val

380

Pro Arg
395

Gly
285

Asn

Val

Ser

Ala

Gly
365

Ser

Pr&

Gln

Val

Gly

Asp

Thr
350

Gln-

"Gln

Gly

Leu

Pro

Asp

Leu

Axg

Ser

320

Gly
33s

His

Gly

Tyr

Val

Ser

Cys.

Ile

Leu

400

Asp

Leu

308

Pro

Lys.

Arg

Ala

Glu

385

Leu

Arg Gly
290

Met Thr

Asn Ile

Asp Ser

Gly Thr
355

Thr val
370

Trp- Leu

Arg Ala

76

Ala

Gln

Thr

Cys

340

Trp

Gly

Gln

Pro

Thr

Asp

Glu

325

Lys

Tyr

His

Lys

Phe

405

Ala-

Cys

310

Gly

Leu

Phe

Leuw

350

Pro

Leu Glu
295

Leu Gln

-Met Phe

Asp Ser

Thr Gly
360

Gly val

37%

Met -Arg

Leu.

Gln

Cys

Gly.

345

Ile

Tyr

Ser

Met

Ser

330

Ala

Gly -

Val

Thr

Glu
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(2) : Informace k sekvenci & 3:

(1) Charakteristika sekvence:
(n) délka: 21 part bazi
5 (8) typ: nukleova kyselina
(c) typ fetdzce: jednovidknovy
(D} topologie: lineérni

e\ | (i) Typ molekuly: cDNA
) 10 ‘

' (14i) Hypoteticka: ne

(iv)  Anti-sense: ne

15
(xi) Popissekvence &. 3:
TGGGCCTCCG GCGTCCCCCT T 21 .
20 " . e - S . - -
(2) lnfd'rmace k sekvenci &. 4:
25 " (3). Charakteristika sekvence:
' (a) délka: 15 parlibazi |
(8) typ: nukleova kyselina
(C) typ fetézce: jednovldknovy
) (o) topologie: linearni
30

(i1) TYP molekuly: cDNA
(ii1) Hypotetickd: ne

35 {iv) . Anti-sense: ne




Ligd

{x1) Popis sekvence &. 4:

TCCCAGTCAC GACGT 15

o
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'Y .
PATENTOVE NAROKY }/

1. Zplsob zabranéni tvorby krevni srazeniny vyznacujici se tim, Ze
obsahuje mistni podani terapeuticky uginné davky preparatu obsahujicino Faktor Vi
prinejmensim s jednou modifikaci v jeho katalytickém centru, kterdZzto modifikace
podstatné inhibuje schopnost modifikovaného Faktoru VII aktivovat plazmaticky
Faktor X nebo IX, na takové misto cévy, které je nachylné ke vzniku krevni

srazeniny u pacienta.

2 Zpusobpodle naroku ‘I v y zn a cu1|c i s e ti m 'ié'rﬁodiﬁkaée.zahrnujé'

reakci Faktoru VIl s inhibitorem serin proteézy.

*.=3; Zplsob podle naroku 2, vyznacujici se -tim, Ze proteazovy inhibitor je-

organofosfatova sloucenina, sulfanyifluorid, halometylketonovy derivat peptidu nebo -

azapeptid.

4. Zpasob podle naroku 3, vy znaé uj fci se ti m, Ze protedzovy inhibitor je

" néktery z téchto halometylketonovych peptidovych derivatl - Dansyl-Phe-Pro-Arg
chlormetylketon,  Dansyl-Glu-Gly-Arg  chlormetylketon,  Dansyl-Phe-Phe-Arg-
chlormety"lketon net;o Phe-Phe—Ar_g (;hlormetyIlZé{on. d - -'

5. Zplsob podle kteréhokoliv z narokii 1 az 4, vyznacéujici se tim, Zemisto
tvorby kge\rni sraZeniny souvisi s chirurgickym zakrokem, mikrochirurgii, operaci cev

nebo traumatem.

6. Zpusob udrzovani nebo vylepseni priichodnosti cév pacientavyznacujici se
tim, 2ze obsahuje mistni podani terapeuticky Uginné davky preparatu obsahujiciho
Faktor VII pfinejmensim s jednou modifikaci v jeho katalytickém centru, kterazto
modifikace podstatné inhibuje schopnost modifikovaneho Faktoru VIl aktivovat
plazmaticky Faktor X nebo IX, na takové misto cévy, které je nachyiné ke snizené

prachodnosti.

7. Zpusob podle naroku 6, vy zn adu jici se tim, Ze modifikace zahrnuje

reakci Faktoru VI s inhibitorem serin proteazy.
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Zpiusob podle ndroku7, vyznaéujici se tim, Ze proteazovy inhibitor je
organofosfatova sloucenina, sulfanylfluorid, halometylketonovy derivat peptidu nebo

azapeptid.

Zp(sob podle naroku 3, vyznadujici se tim, Ze protedzovy inhibitor je

~ néktery- z techto halometylketonovych peptidovych derivatl - Dansyl-Phe-Pro-Arg

- 10.

1.

chlormetylketon,  Dansyl-Glu-Gly-Arg  chlormetylketon,  Dansyl-Phe-Phe-Arg
chlormetylketon nebo Phe-Phe-Arg chlormetylketon.

ZpUsob podle kteréhokolivz ndrokli6 az9, vyznaéujici se tim, Ze misto

tvorby krevni sraZeniny souvisi s chirurgickym zakrokem, mikrochirurgii, operaci cév -
. nebo traumatem. . o o e

Pouziti Faktoru VII obsahujiciho pfinejmensim jednu modifikaci v jeho katalytickém
centru, kterazto modifikace podstatné inhibuje schopnost modifikovaného Faktoru

- VIl aktivovat plazmaticky Faktor X nebo IX, pro pripravu latek zabranujicich nebo

- minimalizujicich  poSkozeni myokardu v souvislosti . s obnovenim krevniho

12.

13.

- 14.

1.

zasobovani po ischemickém zachvatu.

Zplsob podle ndrokd 16, vyznadéujici se fim, 2e modifikace zahmuje
reakci Faktoru VII s inhibitorem serin proteazy.

ZpUsob podle naroku 17, vy z naé ujici se tim, Ze proteazovy inhibitor je
organofésfétové sloucenina, sulfanyifluorid, halometylketonovy derivat peptidu nebo

azapeptid.

ZpUsob podle naroku 18, vyznacujici se tim, Ze protedzovy inhibitor je
nektery z téchto halometylketonovych peptidovych derivatl - Dansyi-Phe-Pro-Arg
chlormetylketon,  Dansyl-Glu-Gly-Arg  chlormetylketon, = Dansyl-Phe-Phe-Arg
chlormetylketon nebo Phe-Phe-Arg chlormetylketon.

Zpusob podle kteréhokoliv z narokli 16 a2 19, vyznaéujici se tim, 2e

poskozeni myokardu je nekrdza myokardu.
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16. Zpasob zabrafujici nebo minimalizujici poskozeni myokardu v souvislosti

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

s obnavenim krevniho zasobovani po ischemickém zachvatu u jedince vy z n a -
Cujici se tim, Ze obsahuje podani preparatu obsahujiciho farmakologicky
prijatelny Faktor Vil pfinejmensim s jednou modifikaci v jeho katalytickém centru,
kterdzto modifikace podstatné inhibuje schopnost modifikovaného Faktoru VII
aktivovat plazmaticky Faktor X nebo IX.

Zpusob podle naroku 21, vyznacujici. se tim, Ze modifikace zahrnuje

reakci Faktoru VI s inhibitorem serin proteazy.

ZpUsob podle ndroku 22, vyznadujici. se tim, Ze protedzovy inhibitor je - -

azapeptid.

Zplsob podle naroku 23, vyznadujici se tim, Ze protedzovy inhibitor je
néktery z téchto halometylketonovych peptidovych derivati - Dansyl-Phe-Pro-Arg
chlormetylketon,  Dansyl-Glu-Gly-Arg  chlormetylketon,  Dansyl-Phe-Phe-Arg
chlormetylketon nebo Phe-Phe-Arg chlormetylketon.

Zpusob podle kteréhokoliv z narokli 21 a2 24, vyznacujici se tim, ze
poskozeni myokardu je nekroza myokardu.

v
f
i

PouZiti Faktoru VII obsahujiciho pfinejmen$im jednu modifikaci v jeho katalytickem

centru, kterazto modifikace podstatné inhibuje schopnost modifikovaného Faktoru.

- Vi akiivovét plazmaticky Faktor X nebo IX, pro pfipravu latek zlepsujicich” mistni

pratok krve v myokardu béhem obnoveni krevniho zasobovani po ischemickém

Zachvatu.

ZpUsob podle naroku 26, vyznadujici se tim, Ze modifikace zahrnuje

reakci _Faktoru VIl s inhibitorem serin proteazy.

Zplsob podle naroku 27, vyznadujici se tim, Ze protedzovy inhibitor je
organofosfatova sloucenina, sulfanylfluorid, halometylketonovy derivat peptidu nebo

azapeptid.

-organofosfatova sloucenina, sulfanylfluorid, halometytketonovy derivat peptidu nebo -
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24. Zpisob podle naroku 28, vyznacujici se tim, Ze protedzovy inhibitor je
néktery z téchto halometylketonovych peptidovych derivatd - Dansyl-Phe-Pro-Arg
chlormetylketon,  Dansyl-Glu-Gly-Arg  chlormetylketon, Dansyl-Phe-Phe-Arg
chlormetylketon nebo Phe-Phe-Arg chlormetytketon.

25. Zplsob zlepseni mistniho pritoku krve v myokardu b&hem obnoveni krevniho
zésobovani po ischemickém zachvatu u jedince vyznadéujici se tim, ze
obsahuje podani preparatu obsahujiciho farmakologicky pfijatelny Faktor VIl
pfinejtﬁenéim s jednou modifikaci v jeho katalytickém centru, kterazto modifikace - -

podstatné inhibuje schopnost modifikovaného Faktoru VII aktivovat plazmaticky .

Faktor X nebo IX.

. 26. Zplsob podle naroku 30, v yznacujici se tim, Ze modifikace zahrnuje

reakci Faktoru VI s inhibitorem serin proteazy.

- 27. ZpGsob podle ndroku 31, vyznacujici se tim, Ze protedzovy inhibitor je:
organofosfatova sloucenina, sulfanylfiuorid, halometylketonovy derivat peptidu nebo
azapeptid.

28, Zpﬁéob podle naroku 32, v yzn ad ujic ih se t |m ze proteézov”y inhibitor e

nektery z téchto halometylketonovych peptidovych derivat - Dansyl-Phe-Pro-Arg

chlormetyllieton, Dansyl-Glu-Gly-Arg  chlormetylketon, Dahsyl~Phe—Phe—Arg
chlormetylketan nebo Phe-Phe-Arg chlormetylketon.
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