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The invention relates to a pharmaceutical preparation for treating blood—clotting disorders which is characterized in that it contains
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(587) Zusammenfassung

Beschrieben wird eine pharmazeutische Priiparation zur Behandlung von Blutgerinnungsstérungen, die dadurch gekennzeichnet ist,
daB sie mindestens ein Protein, ausgesucht aus der Gruppe von pro-Proteinen der Blutgerinnung und weiters einen gerinnungsphysiologisch
inerten Rezeptor-Bindungskompetitor enthélt, sowie deren medizinische Verwendung.
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Pharmazeutische Praparation enthaltend einen Rezeptor-

Antagonisten zur Behandlung von Blutgerinnungsstdrungen

Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische Prdparation auf Ba-
sis von Blutgerinnungsproteinen und Mafnahmen zur Verlangerung

deren biologischen Halbwertszeit.

Therapeutische Proteine, insbesondere Prdparationen zur Behand-
lung von Blutgerinnungsstérungen, welche Blutgerinnungsproteine,
wie z.B. von Willebrand-Faktor (vWF), beinhalten, haben oft re-
lativ kurze Halbwertszeiten im Organismus. Dadurch kann eine
therapeutische Verabreichung solcher Prdparationen innerhalb
kurzer Zeit wirkungslos werden oder zumindest in ihrer Wirksam-

keit stark beeintrdchtigt werden.

Vieles an den physiologischen Abbauwegen von Blutgerinnungspro-
teinen ist ebenso unbekannt wie die genauen Faktoren, die deren

Halbwertszeit im Kbrper bestimmen.

So ist lediglich bekannt, daR aktivierter Faktor VIII iber seine
A2-Domane an das Lipoproteinrezeptor-verwandte Protein (lipopro-
tein receptor related protein; LRP) bindet, wobei diese Bindung
sowohl fiir die Internalisierung von Faktor VIII als auch fur
dessen Abbau zustandig ist. Es ist auch bekannt, daf} durch ein
Rezeptor-assoziiertes Protein (RAP), einem Inhibitor von LRP,
die Internalisierung der A2-Domdne von Faktor VIII gehemmt wer-
den kann, wobei angenommen wird, daf die Dissoziation der A2-

Untereinheit vom Ubrigen aktivierten Faktor VIII-Molekil rever-

sibel ist.

Das "low density lipoprotein related protein" ist ein multi-
funktionell endozytotisch aktiver Rezeptor, der strukturell wie
funktionell unterschiedliche Liganden bindet und endozytieren
kann. RAP ("receptor-associated protein") inhibiert alle Inter-

aktionen der Liganden mit LRP in vitro.

Prinzipiell wird vermutet, daf dieser Mechanismus von Bedeutung
bei der Aktivitdtsregulierung von Faktor VIIIa sein kénnte
(Blood 90 (10) Suppl. 1: 31la (1997)).
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Es ist auch bekannt, dafR LRP als Abbaurezeptor (Clearence
receptor) flir Gewebeplasminogenaktivator (tPA) fungieren kann,
d.h. fiir dessen Entfernung aus der Blutzirkulation verantwort-
lich ist. Weiters scheinen dabei auch weitere Rezeptoren, wie
z.B. der Mannose-Rezeptor, von Bedeutung zu sein. Andererseits
ist auch bekannt, daf LRP bei der Clearence von vielen verschie-
denen Liganden, wie Proteinasen, Inhibitoren, deren Komplexe mit
Proteinasen, sowie verschiedenen Lipoproteinen, beteiligt sein
kann. LRP kann sowohl zellgebunden vorliegen als auch als 16s-
liche Form (Quinn K.A. et al., XVIIth Congress of the Interna-

tional Society of Thrombosis and Haemostasis, 1999, Abstract) .

Es wurde gefunden, daf tPA eine sehr schnelle Clearence im Blut-
kreislauf erfahrt, und daR Mutanten von tPA sowie Inhibitoren

der Clearence dazu verwendet werden kénnen, um die Dosierung von
tPA bei der Thrombolysetherapie zu verringern (Fibrinolysis and

Proteolysis (1997), S. 173-186).

In RAP-defizienten Miusen konnte nachgewiesen werden, daf die

Clearence von o,-Makroglobulin in der Leber gestdrt ist. Hierbei
wurde auch nachgewiesen, daf3 die Menge von reifem prozessierten
LRP sowohl in der Leber als auch im Gehirn reduziert ist (PNAS,

92 (1995), S. 4537-4541).

In der EP-0 713 881-A2 werden von Willebrand-Faktor (vWF)-Kon-
zentrate in Kombination mit Antithrombolytika und/oder Fibrino-
lytika beschrieben. Zweck dieser Praparate ist die Verringerung

der Blutungsrisiken bei einer Antikoagulationstherapie.

In der US 5 304 383 wird eine pharmazeutische Prdparation, ent-
haltend lys-Plasminogen in Kombination mit einem Serinprotea-
seinhibitor, wie Aprotinin oder a,-Makroglobulin, beschrieben,

welche zur Behandlung von Plasminogen-Mangel und Thrombosen ein-

gesetzt werden kann.

Die Erfindung stellt sich zur Aufgabe, eine pharmazeutische Pra-
paration zur Verfliigung zu stellen, auf Basis von einem Blutge-
rinnungsprotein, welches sich durch eine verbesserte in vivo-

Halbwertszeit auszeichnet. Die Erfindung stellt sich weiters zur
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Aufgabe, die in vivo Halbwertszeit eines Blutgerinnungsproteins
_zu verléngern, um einerseits den endogenen Gehalt an dem Blutge-
rinnungsprotein zu stabilisieren und andererseits die Effizienz

von einem exogenen Blutgerinnungsprotein zu steigern.

Die Aufgabe wird erfindungsgemdfs durch eine pharmazeutische Pra-
paration zur Behandlung von Blutgerinnungsstdrungen geldst, wel-
che Praparation mindestens ein Protein, ausgesucht aus der
Gruppe von einem pro-Protein der Blutgerinnung enthdlt. Diese
pharmazeutische Praparation ist weiters durch einen Gehalt an
einem Rezeptor-Bindungskompetitor gekennzeichnet, welcher al-
leine gerinnungsphysiologisch inert ist, wie beispielsweise Li-
poproteine. Dadurch wird die Wirkung des Proteins auf die Blut-
gerinnung nicht unmittelbar beeinfluRt, der Rezeptor-Bindungs-
kompetitor tragt lediglich zur Stabilisierung des Proteins in

vivo bei.

Das Protein in der erfindungsgemédfien Praparation ist vorzugs-
weise ein Blutgerinnungsprotein, ausgesucht aus der Gruppe von
Faktor II, VvV, VII, VIII, IX, X, XI, XII, vWF und Protein C.
Diese Proteine sind die Proformen von der gerinnungsphysiolo-
gisch wirksamen aktiven Form. Beispielsweise ist Faktor II (Pro-
thrombin) die Proform des gerinnungsaktiven Thrombins, welches
Fibrinogen zu Fibrin enzymatisch spaltet und damit ein Blutge-
rinnsel hervorruft. Zu diesen Proteinen zahlen einerseits die
Vitamin K-abhingigen Proteine, welche auch in einem Prothrombin-
komplex-Priparat auf Basis der Faktoren II, IX und X und gegebe-
nenfalls Faktor VII und Protein C vorkommen. Weiters ist ein
modgliches Protein . in der erfindungsgemifen Prédparation des VWF
bzw. dessen analoge Proteine. VWF zeigt vor allem in Plattchen-
reichem Plasma seine Eigensténdigkeit als Blutgerinnungsfaktor,
unabhdngig von seiner Rolle als Trager und Stabilisator des Fak-
tor VIII (Beguin et al., Thrombosis and Haemostasis 78 (1), 590-
594 (1997)). VWF wird beispielsweise aus Plasma oder einer Plas-
mafraktion gewonnen, kann aber auch durch rekombinante DNA-Tech-
nologie, durch Expression einer transformierten Zelle, herge-
stellt werden. Beispielsweise wird ein rekombinanter VWF nach
der Vorschrift von Pannekoek (EP 0 197 592) bzw. Fischer et al.

(WO 96/10584) hergestellt.
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Auch die Gruppe der Blutgerinnungszymogene bzw. Vorstufen der
gerinnungsphysiologisch aktiven Blutgerinnungsproteine sind ei-
nerseits aus Plasma oder einer Plasmafraktion erh&ltlich und
entsprechen den nativen Proteinen. Andererseits kénnen die nati-
ven Proteine bzw. deren Derivate auch aus Zellkulturiiberstanden
gewonnen werden. Die Zellen werden dabei vorzugsweise durch re-
kombinante DNA-Technologie transformiert, um die rekombinanten

Formen der Blutgerinnungsproteine zu erhalten.

Mutanten bzw. Analoge sind insoweit in der erfindungsgemafien
Praparation enthalten, wie diese noch zur Behandlung von Blutge-
rinnungsstérungen eingesetzt werden kénnen und an einen Rezeptor

funktionell, also kompetitiv, binden kdénnen.

Als Rezeptor flir die Proteine der erfindungsgemafien Praparation
ist vor allem der Lipoproteinrezeptor zu nennen bzw. LRP. Ein
weiterer Rezeptor, an dem die Proteine binden, ist beispiels-
weise der Mannose-Rezeptor. Es hat sich erfindungsgemafs Uberra-
schenderweise herausgestellt, daB die Liganden des LRP vor allem
fiir pro-Proteine der Blutgerinnung eine positive Wirkung in vivo
zeigen, indem diese Liganden an den Rezeptor kompetitiv binden.
Dies war insofern iiberraschend, da nicht vermutet werden konnte,
daR pro-Proteine der Blutgerinnung und VvWF an LRP binden ko&nnen.
LRP war vor allem zur Bindung von Enzymen bzw. deren Komplexe
mit Inhibitoren bekannt. Durch die kompetitive Eigenschaft der
Bindung an LRP wird die vorzeitige Bindung des Proteins in der
pharmazeutischen Prdparation bzw. des endogenen Blutgerinnungs-
zymogens und VvWF verhindert, wodurch dessen biologische Verfig-

barkeit wesentlich verbessert wird.

Als Rezeptor-Bindungskompetitor konnen eine Reihe von Proteinen
eingesetzt werden, wobei diejenigen bevorzugt sind, deren phy-

siologische Toleranz gepruft ist.

Erfindungsgemdfs bevorzugt ist der Rezeptor-Bindungskompetitor
ausgewdhlt aus der Gruppe der Enzyme, insbesondere Tissue-type
Plasminogenaktivator (tPA), Urokinase (u-PA), pro-Urokinase
(pro-u-PA), Lipoproteinlipase (LPL) und Kallikrein; Inhibitoren,
insbesondere Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1), Tissue
factor pathway Inhibitor (TFPI) und Aprotinin; Enzym-Inhibitor-
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Komplexe, insbesondere t-PA-PAI-1, u-PA-PAI-1 und Thrombin-PATI-
1, a,-Macroglobulin-Proteinase (fast form) ao,M, a,M', Pregnancy
zone protein-Proteinase, Elastase-a'-Antitrypsin, Thrombin-Anti-
thrombin III, Thrombin-Heparin-Cofactor II und u-PA-Protease-
Nexin I; Lipoproteine, insbesondere low density-Lipoprotein
(LDL), Apolipoprotein E angereichertes B-very low density-Lipo-
protein, (apo E-B-VLDL), LPL angereichertes VLDL (LPL-VLDL) und .
LPL angereichertes B-VLDL (LPL-B-VLDL); Matrix-Proteine, insbe-
sondere Thrombospondin 1 und 2; Toxine und Viren, insbesondere
pseudomonas Exotoxin A, und Minor-group human Rhinovirus; oder
andere Liganden, insbesondere Apolipoprotein E (apo E), Lac-
toferrin, Rezeptor-assoziiertes Protein (RAP), FVIII und vWF.

Der kompetitiv wirkende Ligand ist vorzugsweise ausgewahlt unter
den physiologischen Proteinen, die vorzugsweise in der Zirkula-
tion als (humanphysiologische) extrazellulare Proteine auftre-
ten. Diese kénnen in nativer Form eingesetzt werden, oder als

deren Analoge mit der Eigenschaft der Bindung an den Rezeptor.

Bevorzugterweise handelt es sich bei den kompetitiv wirkenden
Liganden um RAP oder ein Derivat davon. Besonders bevorzugt ist
ein Fragment von RAP, das jene Domdne umfaRt, die die Bindung
von Proteinen an LRP verhindert und dadurch die Internalisierung
und Clearance der Proteine inhibiert (I. Warshawsky et al., J.
Biol.Chem., 1993, vol. 15, pp. 22046-22054; Bu G., EMBO J.,
1995, vol. 14, pp. 2269-2280). Es kann sich dabei um RAP oder
ein Derivat davon handeln, das humanen Ursprungs ist, aber auch
um tierisches RAP oder ein Derivat davon, beispielsweise aus

Mausen, Ratten oder anderen Tieren.

Um die Wirkung der pharmazeutischen Praparation bzw. der endoge-
nen Proteine nicht zu beeintrdchtigen, ist der Rezeptor-Bin-
dungskompetitor ausgewdhlt unter den gerinnungsphysiologisch

inerten Proteinen, darunter beispielsweise "low density lipopro-

tein" (LDL) und Apolipoprotein.

Als gerinnungsphysiologisch inerter Rezeptor-Bindungskompetitor
kénnen auch Gemische dieser Rezeptor-Bindungskompetitoren einge-
setzt werden, die eventuell nicht als einzelne Proteine, jeden-

falls aber im Gemisch keinen unerwinschten Einfluf auf das Ge-
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rinnungssystem ausiiben. Beispiele flr solche Gemische sind
Thrombin mit ATIII oder mit Heparin-Cofaktor II, oder mit Plas-
minogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1), weiters auch
Elastase und o, -Antitrypsin, tPA mit PAI-1. Beispielsweise ist
ein bevorzugtes Gemisch tPA und Aprotinin, welches sich hervor-
ragend zur Stabilisierung etwa des Faktor VIII in vivo eignet.
Der gewdhlte Rezeptor-Bindungskompetitor ist hier also ein Li-
gand, dessen gerinnungsphysiologische Wirkung unterbunden ist,

gegebenenfalls durch die Antagonisierung mit dem entsprechenden

Inhibitor.

Anstelle eines Gemisches aus einem prinzipiell zwar wirksamen
Rezeptor-Bindungskompetitor und einem geeigneten Antagonisten
kann auch eine mutierte Form des Rezeptor-Bindungskompetitors
verwendet werden, der durch geeignete Mutationen (z.B. im akti-
ven Zentrum) inaktiviert ist (dessen Affinitét gegenliber dem Re-
zeptor aber nicht wesentlich verdndert (verringert) ist.) Bei-
spiele hierflir sind u.a. mutierte Formen von tPA, Urokinase,
Kallikrein, Renin, Thrombin (WO 96/41868) etc.

Es war itberraschend, daf rekombinanter tPA (rtPA) den endogenen
Faktor VIII-Gehalt in einem vWF-defizienten Hund Uber einen lan-
geren Zeitraum stabilisierte, wodurch die Hamophilie behandelt
werden konnte. Obwohl der natlirliche Stabilisator des Faktor
VIII, n&mlich vWF, fehlte, konnte der LRP-Ligand bzw. das Ge-
misch der LRP-Liganden die Funktion des vWF lbernehmen. Der Fak-
tor VIII-Gehalt wurde um ca. 50 % erhdht und blieb bei diesem
Niveau mehrere Tage. Das Enzym tPA ist ein bekannter Ligand des
LRP. Die Verabreichung des rtPA an ein Sdugetier blockiert also
LRP und verhindert somit den metabolischen Abbau der Gerinnungs-
faktoren, wie z.B. Faktor VIII. Dieser blockierende Effekt wird
noch durch Aprotinin verstédrkt. Der Effekt von Aprotinin alleine
konnte auch in einem vWF-defizienten Hund gezeigt werden, der
eine Kombination von rvWF und Aprotinin erhielt. Dadurch wurde

wiederum eine Erhdhung des Faktor VIII-Gehaltes Uber einen lan-

geren Zeitraum bewirkt.

Ein weiterer bevorzugter Rezeptor-Bindungskompetitor ist Aproti-
nin, welches sich hervorragend zur Stabilisierung des VWF eig-

net. Aprotinin kann beispielsweise nicht nur in einer VWF-Prapa-
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ration zur verbesserten biologischen Verflgbarkeit beitragen,
sondern auch, als einzelne Wirksubstanz verabreicht, zu verbes-

serten Zustand eines vWF-defizienten Patienten beitragen.

In vielen Fallen wird ein Patient mit einem Mangel an einem be-
stimmten Protein dann mit dem jeweiligen Rezeptor-Bindungskompe-
titor behandelt, um die Bildung des endogenen Proteins zu ermdg- .
lichen bzw. das Protein zu stabilisieren. Dies ist bei Patienten

mit einem ph&notypischen Gerinnungsproteinmangel méglich.

Das erfindungsgemdfe Prdparat bzw. die genannten Wirksubstanzen
werden vorzugsweise als behandelte Prédparate bzw. Proteine ein-
gesetzt, um eine ﬁbertragung von mdglicherweise vorhandenen Pa-
thogenen, wie Viren oder Prionen (TBE), auszuschliefen. Bei der
Gewinnung aus biologischen Materialien, wie Blut, Plasma, Plas-
mafraktionen oder Zellkulturen, existiert ein Risiko der Konta-
mination mit Humanpathogenen, das jedoch durch eine entspre-
chende Behandlung zur Inaktivierung bzw. Abreicherung eliminiert
werden kann. Zu den effektiven MaRnahmen zur Inaktivierung von
Viren zdhlen beispielsweise die Behandlung mit organischen L&-
sungsmitteln und/oder Detergenzien (EP-0 131 740, EP-0 050 061,
virus inactivating eluent), die Behandlung mit chaotropen Mit-
teln (WO 90 15 613) Hitzebehandlungsverfahren, vorzugsweise in
lyophilisiertem, trockenem oder feuchtem Zustand (siehe EP-0 159
311), Kombinationsverfahren wie das der (EP-0 519901) und physi-
kalische Methoden. Letztere bewirken die Inaktivierung von Vi-
ren, beispielsweise durch Bestrahlung mit Licht, etwa in Gegen-
wart von Photosensibilisatoren (EP-0 471 794 und WO/AT
97/00068) .

Zu dem Abreicherungsverfahren der Humanpathogene zdhlen insbe-
sondere die Filtrationen unter Verwendung von Ultrafiltern, Tie-
fenfiltern oder Nanofiltern (A 341/98). Aber auch Fallungs-
schritte bzw. andere Proteinreinigungsmafnahmen, wie die der Ad-

sorption, tragen zur Abreicherung von méglicherweise vorhandenen

Pathogenen bei.

Die erfindungsgemdfie Prdparation kann einerseits als fertige
Formulierung, d.h. als Gemisch des Proteins mit dem Rezeptor-

Bindungskompetitor zur Verfligung gestellt werden. Andererseits
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ist es auch méglich, ein Set zur Verfligung zu stellen, welches
A) das Protein und B) den Rezeptor-Bindungskompetitor enthdlt.
Das Set hat den Vorteil, dafR die Dosis der einzelnen Komponenten
variabel ist und die Form der Administration den vorliegenden
Verhdltnissen angepaft werden kann. Beispielsweise ist neben der
iv-Verabreichung auch die intramuskulére, subkutane oder orale
Verabreichung der Wirkstoffe mdéglich. Die Wirksubstanzen kdnnen
gemeinsam, also simultan, aber auch parallel oder konsekutiv dem
Patienten verabreicht werden. Bei Verwendung eines Sets ist die
erfindungsgemidfe Prdparation vorzugsweise in Fertigspritzen mit

den einzelnen Komponenten vorgefertigt.

Eine erfindungsgemidfe Indikation fir das Prédparat ist beispiels-
weise eine Behandlung eines Patienten mit einem phdnotypischen
Gerinnungsfaktormangel, z.B. eines vWF-defizienten Patienten.
Dabei wird erfindungsgemdf ein Pré&parat hergestellt auf Basis
des Gerinnungsfaktors, der im Patienten mangelhaft ist, mit der
erfindungsgemédfen Kombination des Rezeptor-Bindungskompetitors.
Aber auch der Rezeptor-Bindungskompetitor alleine entspricht der
erfindungsgemédfen Indikation. Beispielsweise wird bei einem Man-
gel an funktionellem Faktor VIII der Rezeptor-Bindungskompetitor
flir Faktor VIII verabreicht, welcher eventuell das Gemisch tPA

und Aprotinin ist.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Verwendung
einer LRP-Ligandenprédparation zur Herstellung eines Mittels zur
Behandlung von phadnotypischem Gerinnungsfaktormangel (z.B. VWF-,
Faktor VIII- oder Faktor IX-Mangel) oder zur Verldngerung der

biologischen Halbwertszeit eines Proteins.

Die Erfindung wird an Hand der nachfolgenden Beispiele und der
Zeichnungen, auf die sie jedoch nicht beschrankt sein soll, na-

her erldautert.
Es zeigen:
Fig. 1: Faktor VIII-Bestimmung im VWF-defizienten Hund

Fig. 2: VWF und Faktor VIII-Bestimmung in vWF-defizientem Hund
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Beispiele :

Beisgspiel 1

Ein Kooiker Hund mit schwerem von Willebrand Faktor-Mangel vom
Typ 3 (Rieger et al., Thromb. Haemost. (1998), 80: 332-337)
mannlichen Geschlechts, 8,5 kg Kbrpergewicht, 2 Jahre alt, wurde
mit 10 mg/kg Kdrpergewicht Ketamin (Ketasol, Dr. E. Graub AG,
Bern, Schweiz) und 1 mg/kg Xylaxin (Xylasol, Dr. E. Grdub AG,
Bern, Schweiz) narkotisiert. Anschliefend wurde ein permanenter
vendser Zugang Uber einen Unterarm geschaffen und Uber eine Ka-
niile Aprotinin (Pantinol 100.000 K.I.E. Ampullen, Gerot Pharma-
zeutika, Wien) in einer Dosis von 10 000 K.I.E. pro kg Kbrperge-
wicht als Bolus verabreicht. Anschlieffend wurde rekombinanter
Gewebeplasminogenaktivator (Actilyse, Boehringer Mannheim)

(rtPA) gem&f Herstellerangabe mit destilliertem Wasser rekonsti-
tuiert und dem von Willebrand-defizienten Hund in einer Dosis
von 0,25 mg/kg Kérpergewicht als Bolus verabreicht. Gleichzeitig
wurde eine Blutprobe auf Zitrat entnommen. Innerhalb der ersten
Stunde der Behandlung wurde eine Coinfusion von Aprotinin (3000
K.I.E. pro kg Kérpergewicht) und rtPA 0,75 mg/kg Kdrpergewicht
verabreicht und nach einer Stunde wurde auf eine Infusion ge-
wechselt, die Aprotinin in einer Dosis von 3000 K.I.E. pro kg
Kdérpergewicht und rtPA von 0,5 mg/kg Korpergewicht enthielt, und
diese Uber eine Stunde verabreicht. AnschlieBend, d.h. nach zwei
Stunden, wurde lber eine weitere Stunde Aprotinin in einer Dosis
von 3000 K.I.E./kg Kérpergewicht infundiert. Zu den Zeitpunkten
30 min, 1, 3, 24, 48, 92 und 96 Stunden nach Versuchsbeginn wur-
den Blutproben auf Zitrat abgenommen und durch Zentrifugation
daraus pléttchenarmes Plasma hergestellt und bei -20°C tiefge-

froren und bis zur weiteren Analyse gelagert.

In den gefrorenen Blutproben wurde nach Abschluf2 des Infusions-
experimentes Blutgerinnungsfaktor VIII mit zwei unterschiedli-
chen Bestimmungsmethoden gquantitativ bestimmt. Erstens wurde die
Zweistufengerinnungsmethode gemdf der Methode von Austen, D.E.G.
und Rhymes, I.L., A Laboratory Manual of Blood Coagulation,
Oxford, UK, Blackwell Scientific, (1975), unter Verwendung der
Reagentien des Zweistufen-Faktor VIII - Test-Kits der IMMUNO AG,

Wien, verwendet. Zweitens wurde Faktor VIII mit dem chromogenen
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Faktor VIII-Test-Kit, immunochrom FVIII:C der Immuno AG, Wien,
bestimmt (Lang H., Oberreiter M., Moritz, B. Thromb. Haemost.
65:943, (1991)). Faktor VIII wurde gegen einen humanen Plasma
Faktor VIII-Standard, der gegen den dritten internationalen
Standard 91/666 kalibriert worden war, gemessen. Die Faktor
VIII-Aktivitadt wird in humanen Faktor VIII-Einheiten pro ml aus-
gedriickt. Das Resultat dieser Bestimmung ist in der Fig. 1 zu-
sammengefaft. In den beiden unabhdngig voneinander durchgefiihr-
ten Faktor VIII-Bestimmungsmethoden zeigte sich ein Anstieg der
Faktor VIII-Plasmaaktivitét, der Uber einen Zeitraum von 24 bis
48 Stunden anhielt und anschlieflend auf einem Niveau von ca. 150
% des Ausgangswertes, unabhdngig von der verwendeten Testmetho-
de, Uber einen Zeitraum bis zu 96 Stunden nach Versuchsbeginn
konstant blieb. Da bekannt ist, daf von Willebrand-Faktor gegen
den proteolytischen Abbau durch Plasmin empfindlich ist, mufite
angenommen werden, daf3 die Gabe von rtPA eine vermehrte von
Willebrand-Faktor-Inaktivierung, verbunden mit einer sekundaren
Reduktion des Plasma-Faktor VIII-Spiegels durch Fehlen des Sta-
bilisierungsproteins flr Faktor VIII zu finden sein wird. Die
gleichzeitige Gabe von Aprotinin als Inhibitor der Fibrinolyse
und des Plasmins liefl lediglich eine Inhibition des rtPA-Effek-
tes erwarten. Der scheinbar paradoxe Anstieg des Plasma-Faktor
VIII-Levels kann daher durch die Interferenz von Aprotinin
und/oder rtPA mit den Metabolisierungsmechanismen fur Faktor

VIII erklart werden.
Beispiel 2:

Ein von von Willebrand-Faktor-defizienter Hund wie in Beispiel 1
wurde narkotisiert und anschlieflend mit Aprotinin (Pantinol) mit
einer Dosis von 100.000 K.I.E. als intravendser Bolus vorbehan-
delt. Anschlieffend wurde dem Tier ein rekombinantes von Wille-
brand-Faktor-Priparat in einer Dosis von 70 RcoF E/kg gegeben.
Die Herstellung und Charakterisierung des rekombinanten von
Willebrand-Faktor-Praparates ist in Fischer et al., FEBS Lett.
375:259 (1995), beschrieben. Unmittelbar nach der Gabe des re-
kombinanten von Willebrand-Faktor-Prdparates wurde Uber drei
Stunden eine Infusion von 100.000 K.I.E. Aprotinin intravends
verabreicht. Blutproben auf Zitrat wurden vor Beginn des Versu-
ches (= Zeitpunkt 0) 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 24 h und 48 h
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nach der Behandlung mit rekombinantem von Willebrand-Faktor ent-
nommen und daraus Plasma, wie in Beispiel 1 beschrieben, herge-
stellt und bis zur weiteren Analyse bei -20°C tiefgefroren. Von
diesen Blutproben wurde anschlieRend von Willebrand-Faktor-Anti-
gen unter Verwendung eines Kaninchen Anti-Human-von Willebrand-
Faktor-Antikdrpers mit dem Test Asserachrom vWF, Boehringer
Mannheim, gemessen. Auflerdem wurde die Ristocetin-Cofaktor-Akti-
vitdt, gemessen durch Ristocetin induzierte Aggregation Formal-
dehyd-fixierter humaner Blutpldttchen und nach der Methode von
Evans und Austen, Brit. J. Hetamol. 37:289 (1977) bestimmt. Als
von Willebrand-Faktor-Standard diente ein humaner Plasma-Stan-
dard. Auferdem wurde Faktor VIII, wie in Beispiel 1 beschrieben,
getestet. Die Resultate der Bestimmung der Blutproben an von
Willebrand-Faktor und Faktor VIII-Aktivitdt sind der Fig. 2 zu
entnehmen. In der Grafik ist ein Mittelwert der Faktor VIII-Ak-
tivitdt, gemessen nach den beiden Faktor VIII-Bestimmungsmetho-
den, als Graph eingezeichnet. Von Willebrand-Faktor wurde, wie
aus der Literatur bekannt (Turecek et al., Blood 90: 3555
(1997)), mit einer Halbwertszeits von 10 bis 20 h eliminiert, so
daf® nach 48 h kaum mehr von Willebrand-Faktor in der Zirkulation
nachweisbar war. Gleichzeitig mit Gabe des rekombinanten von
Willebrand-Faktors und des Aprotinins stieg der Plasma-Faktor
VIII-Spiegel innerhalb von 3 h auf ca. 150 % des Ausgangswertes
an und blieb dann auf diesem Niveau stabil oder zeigte sogar ei-
nen leicht steigenden Trend bis zu 48 h nach der Verabreichung.
Auch dieses Ergebnis kann wie Beispiel 1 interpretiert werden,
daf durch die Gabe des Aprotinins trotz fehlender Stabilisierung
des Faktor VIII durch den rekombinanten von Willebrand-Faktor,
durch eine Interferenz mit dem Faktor VIII-Metabolismus der Fak-
tor VIII—Plasma—Spiegel anhaltend erhdht bleibt.

Beispiel 3:

Wirkung von RAP auf Faktor VIII-Gewinnung in Knock-out-Mdusen

mit schwerem Faktor VIII-Mangel

Auf gentechnischem Wege wurde ein Mdusestamm mit schwerem Faktor
VIII (FVIII)-Mangel durch gezielte Disruption des Mause-Faktor
VIII-Gens gemdR Bi et al. Nature Genetics 10:119-121 (1995) ge-
schaffen. Faktor VIII-Knock-out-Miuse wurden durch eine Inser-
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tion eines neo-Gens in das 3'-Ende von Exon 17 des Mause-Faktor
VIII-Gens geschaffen. Die betroffenen ménnlichen Tiere (X'Y)
hatten nicht nachweisbare Faktor VIII-Levels von <0,02 + 0,01
E/ml, wenn Messungen entweder mit einem chromogenen Faktor VIII-
Test, Hyland Immuno, Wien, Osterreich, wie klirzlich beschrieben
(Turecek et al., Thromb. Haemostas. Suppl. 769>(1997)) oder mit-
tels Antigen-ELISA, wie nachstehend beschrieben, vorgenommen

wurden.

Zwei betroffene, hemizygote ménnliche Mause (X'Y) wurden intra-
vends mit einer Dosis von 200 E/kg Kdérpergewicht einer rekombi-
nanten Human-Faktor VIII (rhFVIII)-Prdparation behandelt, die

von Chinese Hamster-Ovarien-Zellen stammte, die wie beschrieben
hergestellt worden waren (PCT WO/85/01961), und ohne stabilisie-

rendes Protein pharmazeutisch formuliert worden war.

Unter Narkose wurden eine Stunde nach der Behandlung die
Schwanzspitzen der Miuse mit der Klinge eines Skalpells, wie von
Novak et al., Brit. J. Haematol. 69:371-378 (1998) beschrieben,
eingeschnitten. Ein Volumen von 50 ul Blut wurde mit Kapillar-
réhrchen (Ringcaps, Hirschmann, Deutschland) aus den Schwanzwun-
den gesammelt, wobei die Kapillarrdhrchen mit Lithium-Heparin
als Antikoagulans beschichtet waren. Die Kapillarrdhrchen wurden
geschlossen und zentrifugiert, um die Blutzellen vom Plasma zu
trennen. Danach wurden die Kapillarréhrchen gedffnet, und die
Zell- und die Plasma-Fraktion wurden durch weiteres Zentrifugie-
ren gesammelt. Schlieflich wurden die Plasmaproben der Faktor
VIII-Bestimmung mittels Faktor VIII~Antigen‘ELISA, Test-Set
IMMUNOZYM FVIII Ag, Hyland Immuno, Wien, Osterreich, unter Ver-
wendung von monoklonalen Antifaktor VIII-Antikdrpern sowohl fir
das Abfangen wie flir den Nachweis, wie beschrieben (Stel et al.,
Nature 303:530-532 (1983); Leﬁting et al., J. Biol. Chem. 269:
7150-7155 (1994); Leyte et al., Biochem. J. 263:187-194 (1989))
unterzogen. Die resultierenden Faktor VIII-Werte wurden in in-
ternationalen Einheiten von humanem Faktor VIII ausgedrickt. Die
Ergebnisse der Faktor VIII-Plasma-Level sind in der Tabelle an-

gegeben.

Zwei andere betroffene hemizygote mannliche Miduse (X'Y) wurden
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mit rekombinantem Rezeptor-assoziiertem Protein (GST-RAP) 10 min
vor der Behandlung mit dem rekombinanten humanen Faktor VIII mit
einer Dosis von 40 mg/kg Kdérpergewicht vorbehandelt. Das bei
dieser Untersuchung verwendete Rezeptor-verwandte Protein (RAP),
welches mit dem Low-Density-Lipoprotein-Rezeptor in Wechselwir-
kung tritt, wurde durch bakterielle Fermentation, wie von Hertz
et al., J. Biol. Chem. 266:21232-21238 (1991) beschrieben, er- |
halten. Ein Fusionsprotein des RAP mit Glutathion-S-Transferase
wurde in E. coli exprimiert und mittels Affinitatschromatogra-
phie auf Glutathion-Agarose gereinigt. Das resultierende Protein
bestand hauptséchlich aus dem Fusionsprotein und Spaltprodukten
von RAP und Glutathion-S-Transferase. Das Fusionsprotein wurde
in einem injizierbaren Puffer bereit flir eine Verabreichung an
die Faktor VIII-Knock-out-Miuse formuliert. Wie bei der Kon-
trollgruppe (Behandlung nur mit Faktor VIII) wurden Blutproben
eine Stunde nach der Verabreichung von rekombinantem Faktor VIII
genommen und unter Verwendung von Faktor VIII-Antigen-ELISA auf
Faktor VIII-Aktivitdt gemessen. Die Ergebnisse sind in der Ta-

belle angefihrt.

Behandlﬁnq Dosis Gewinnung 1 h nach Behandlung
Maug Nr. | GST-RAP rhFVIII FVIII:Aq (E/ml Plasma)
1 40 mg/kg 200 E/kg 1,92
2 40 mg/kg 200 E/kg 1,88
3 - 200 E/kg 0,73
4 - 200 E/kg 0,83

Bei mit GST-RAP vorbehandelten Mausen betrug die Faktor VIII-Ge-

winnung mehr als 200 % der Plasma-Level nach der Behandlung mit

rekombinantem Faktor VIII allein.
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Patentanspruadache
1. Pharmazeutische Prdparation zur Behandlung von Blutgerin-

nungsstérungen, enthaltend mindestens ein Protein, ausgesucht
aus der Gruppe von einem pro-Protein der Blutgerinnung und wei-
ters einen gerinnungsphysiologisch inerten Rezeptor-Bindungskom-.

petitor.

2. Pridparation nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf
das pro-Protein der Blutgerinnung ausgesucht ist aus der Gruppe
von Faktor II, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII, vWF und Protein C.

3. Prdparation nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf

das Protein VvWF ist.

4. Priparation nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dafs das Protein aus einem biologischen Material
ausgesucht aus der Gruppe von Humanplasma, einer Plasmafraktion

und einem Zellkulturiberstand gewonnen ist.

5. Préparation nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, daff der Rezeptor-Bindungskompetitor ein Ligand des

Lipoprotein-Rezeptor-Related-Proteins (LRP) ist.

6. Prdparation nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch ge-
kennzeichnet, daf der Rezeptor-Bindungskompetitor RAP ist.

7. Préparation nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch ge-
kennzeichnet, daff der Rezeptor-Bindungskompetitor ein Gemisch
aus einem gerinnungsphysiologisch aktivem Protein und dessen In-

hibitor ist, insbesondere tPA und Aprotinin.

8. Préparation nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch ge-

kennzeichnet, daf das Gemisch tPA und Aprotinin enthalt.

9. Priparation nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch ge-
kennzeichnet, daf es als Set zur Verflgung gestellt wird, ent-

haltend
a) das Protein und
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b) den Rezeptor-Bindungskompetitor.

10. Prdparation nach einem der Ansprlche 1 bis 9, dadurch ge-
kennzeichnet, daf3 das Protein Faktor VIII ist und der Rezeptor-

Bindungskompetitor Aprotinin, gegebenenfalls gemeinsam mit tPA.

11. Préparation nach einem der Ansprlche 1 bis 9, dadurch ge-
kennzeichnet, daR das Protein VvWF ist und der Rezeptor-Bindungs-

kompetitor Aprotinin ist.

12. Prédparation nach einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch ge-
kennzeichnet, daff der Rezeptor-Bindungskompetitor ein humanphy-
siologisches extrazelluldres Protein ist, oder dessen Analoges.

13. Praparation nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch ge-
kennzeichnet, daR der Rezeptor-Bindungskompetitor ausgewdhlt aus
der Gruppe der Enzyme, insbesondere Tissue-type Plasminogenakti-
vator (tPA), Urokinase (u-PA), pro-Urokinase (pro-u-PA), Lipo-
proteinlipase (LPL) und Kallikrein; Inhibitoren, insbesondere
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1), Tissue factor pathway
Inhibitor (TFPI) und Aprotinin; Enzym-Inhibitor-Komplexe, insbe-
sondere t-PA-PAI-1, u-PA-PAI-1 und Thrombin-PAI-1, «,-Macroglo-
bulin-Proteinase (fast form) a,M, a,M, Pregnancy zone protein-
Proteinase, Elastase-o'-Antitrypsin, Thrombin-Antithrombin III,
Thrombin-Heparin-Cofactor II und u-PA-Protease-Nexin I; Lipopro-
teine, insbesondere low density-Lipoprotein (LDL), Apolipopro-
tein E angereichertes B-very low density-Lipoprotein, (apo E-B-
VLDL), LPL angereichertes VLDL (LPL-VLDL) und LPL angereichertes
f-VLDL (LPL-B-VLDL); Matrix-Proteine, insbesondere Thrombospon-
din 1 und 2; Toxine uhd Viren, insbesondere Pseudomonas Exotoxin
A, und Minor-group human Rhinovirus; oder andere Liganden, ins-
besondere Apolipoprotein E (apo E), Lactoferrin, Rezeptor asso-

ziiertes Protein (RAP), FVIII und VvWF, ist.

14. Kombinationspréparat enthaltend Aprotinin und tPA zur medi-

zinischen Verwendung.

15. Verwendung eines Priparates nach einem der Anspriiche 1 bis
13 zur Herstellung eines Mittels zur Behandlung eines Patienten
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mit einem phénotypischen Gerinnungsfaktor-Mangel.

16.
der Patient vWF-defizient ist.

Verwendung nach Anspruch 15,

17. Verwendung eines Prédparates
13 zur Herstellung eines Mittels

schen Halbwertszeit des Proteins

18.
Aprotinin und tPA.

Verwendung eines Priparates

19. Verwendung nach Anspruch 17,

das Protein Blutgerinnungsfaktor

20.

dadurch gekennzeichnet, daf

nach einem der Anspriche 1 bis
zur Verlangerung der biologi-

in vivo.

nach Anspruch 17 enthaltend

dadurch gekennzeichnet, daf

VIII ist.

Verwendung einer pharmazeutischen Prdparation eines LRP-Li-

ganden zur Herstellung eines Mittels zur Behandlung eines Pati-

enten mit phénotypischem Gerinnungsfaktor-Mangel.

21. Verwendung eines Préparates

Aprotinin und tPA.

22.
der Patient vWF-defizient ist.

Verwendung nach Anspruch 20,

23.

nach Anspruch 20 enthaltend

dadurch gekennzeichnet, daf

Verwendung einer pharmazeutischen Prédparation eines LRP-Li-

ganden zur Herstellung eines Mittels zur Verléngerung der biolo-

gischen Halbwertszeit eines Proteins.

24 .
23 enthaltend Aprotinin und tPA.

25.
das Protein Blutgerinnungsfaktor

Verwendung nach Anspruch 23,

Verwendung einer pharmazeutischen Prédparation nach Anspruch

dadurch gekennzeichnet, daf3
VIII ist.
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