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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg preparat farmaceutyczny zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy
U (CPU) i inhibitor trombiny, zestaw sktadnikéw i zastosowanie preparatu farmaceutycznego do wy-
twarzania leku do leczenia stanu, w ktérym jest wymagane lub pozgdane hamowanie CPU i/lub ha-
mowanie trombiny.

Proces krzepniecia krwi jest kluczowym procesem zwigzanym zaréwno z hemostazg (to jest
zapobieganiem utracie krwi z uszkodzonego naczynia), jak i zakrzepica (to jest tworzeniem skrzepu
krwi w naczyniu krwionosnym, co prowadzi do niedroznosci naczynia). Krzepniecie jest wynikiem zfo-
zonej sekwencji reakcji enzymatycznych, w ktérej jednym z kohcowych etapdw jest przemiana proen-
zymu protrombiny w aktywny enzym trombine.

Trombina odgrywa kluczowa role w procesie krzepniecia. Aktywuje ona ptytki krwi, przeksztatca
fiborynogen w monomery fibryny, ktére samorzutnie polimeryzujg tworzac wiékna i aktywuje czynnik
XIIl, ktéry z kolei powoduje usieciowanie polimeréw z utworzeniem nierozpuszczalnej fibryny. Ponadto
trombina aktywuje czynnik V i czynnik VIII w reakcji z dodatnim sprzezeniem zwrotnym. Oczekuje sie
zatem, ze inhibitory trombiny bedag skutecznymi srodkami przeciwzakrzepowymi, powodujgcymi ha-
mowanie aktywacji ptytek krwi, powstawanie fibryny i stabilizacje fibryny. Oczekuje sie, ze dzieki ha-
mowaniu mechanizmu dodatniego sprzezenia zwrotnego beda one wywieraé dziatanie hamujace na
poczatku tancucha zjawisk prowadzacych do krzepniecia i zakrzepicy.

Fibrynoliza zachodzi w wyniku szeregu reakcji enzymatycznych powodujgcych degradacije fi-
bryny przez plazmine. Uaktywnienie plazminogenu jest kluczowym procesem w fibrynolizie. W rozsz-
czepieniu plazminogenu z wytworzeniem plazminy uczestniczg aktywatory plazminogenu, aktywator
plazminogenu typu tkankowego (t-PA) lub aktywator plazminogenu typu urokinazowego (u-PA).
W poczatkowej plazminowej degradacji fibryny powstajg reszty lizyny zakonczone grupami karboksy-
lowymi, stuzgce jako miejsca o wysokim powinowactwie wigzania dla plazminogenu. Z uwagi na to, ze
plazminogen zwigzany z fibryng o wiele tatwiej uaktywnia sie do plazminy niz wolny plazminogen,
mechanizm ten umozliwia regulacije fibrynolizy z dodatnim sprzezeniem zwrotnym.

Jednym z endogennych inhibitoréw fibrynolizy jest CPU. CPU jest okreslany rowniez jako oso-
czowa karboksypeptydaza B, aktywny inhibitor fibrynolizy uaktywniany przez trombine (TAFIa), kar-
boksypeptydaza R lub indukowalna aktywnos$¢ karboksypeptydazowa. CPU powstaje z prekursora,
prokarboksypeptydazy U (proCPU) w wyniku dziatania enzymoéw proteolitycznych, np. trombiny, kom-
pleksu trombina-trombomodulina lub plazminy. CPU rozszczepia zasadowe aminokwasy na karboksy-
lowym koncu fragmentéw fibryny. Ubytek zakonczonych grupami karboksylowymi lizyn, a tym samym
lizynowych miejsc wigzania dla plazminogenu powoduje nastepnie hamowanie fibrynolizy.

Nieoczekiwanie stwierdzono, ze w poréwnaniu z osobnym stosowaniem inhibitoréw CPU i trombi-
ny, stosowanie zgodnie z wynalazkiem potaczenia inhibitora CPU i inhibitora trombiny wzmaga dzia-
tanie przeciwzakrzepowe, a tym samym zmniejsza ryzyko zakrzepicy i nadkrzepliwosci we krwi i tkan-
kach ssakéw. Ponadto wynalazek umozliwia podawanie mniejszych dawek substancji czynnych, a tym
samym zmniejsza ryzyko potencjalnych dziatarn ubocznych inhibitoréw trombiny.

Zatem wynalazek dotyczy preparatu farmaceutycznego cechujacego sie tym, ze zawiera inhibi-
tor karboksypeptydazy U, ktérym jest mergetpa lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sél, oraz inhi-
bitor trombiny, inogatran, w mieszaninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem pomochiczym,
rozcienczalnikiem lub nosnikiem; albo

inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest kwas 3-(6-aminopirydyn-3-ylo)-2-merkaptometylo-
propanowy jego farmaceutycznie dopuszczalna sél, oraz inhibitor trombiny, melagatran, w mieszani-
nie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem.

Korzystnie preparat farmaceutyczny wedtug wynalazku cechuje sie tym, ze stosunek molowy
inhibitora karboksypeptydazy U do inhibitora trombiny wynosi od okoto 1000:1 do okoto 1:1000, ko-
rzystnie od 50:1 do 1:50.

Ponadto wynalazek dotyczy zestawu skfadnikéw cechujacego sie tym, ze zawiera:

pojemnik zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest mergetpa lub jego farmaceu-
tycznie dopuszczalna sol, oraz pojemnik zawierajgcy inhibitor trombiny, inogatran; albo

pojemnik zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest kwas 3-(6-aminopirydyn-3-
-ylo)-2-merkaptometylopropanowy lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sél, oraz pojemnik zawiera-
jacy inhibitor trombiny, melagatran,
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a takze instrukcje dotyczace podawania kolejno, osobno lub réwnoczesnie inhibitoréw karbo-
ksypeptydazy U i trombiny potrzebujgcemu tego pacjentowi.

Korzystnie zestaw wedtug wynalazku, cechuje sie tym, ze stosunek molowy inhibitora karboksypep-
tydazy U do inhibitora trombiny wynosi od okoto 1000:1 do okoto 1:1000, korzystnie od 50:1 do 1:50.

Ponadto wynalazek dotyczy zestawu skfadnikéw cechujgcego sie tym, ze zawiera:

preparat farmaceutyczny zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest mergetpa lub
jego farmaceutycznie dopuszczalna sél, w mieszaninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem
pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem; oraz preparat farmaceutyczny zawierajacy inhibitor
trombiny, inogatran, w mieszaninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, roz-
cienczalnikiem lub nosnikiem; albo

preparat farmaceutyczny zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest kwas 3-(6-
-aminopirydyn-3-ylo)-2-merkaptometylopropanowy jego farmaceutycznie dopuszczalna sél, w miesza-
ninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem,
oraz preparat farmaceutyczny zawierajgcy inhibitor trombiny, melagatran, w mieszaninie z farmaceu-
tycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem,

przy czym kazdy z inhibitoréw karboksypeptydazy U i trombiny jest w postaci odpowiedniej do
podawania w potgczeniu z drugim.

Korzystnie zestaw wedtug wynalazku, cechuje sie tym, ze inhibitory karboksypeptydazy U i trombiny
sg odpowiednie do podawania kolejno, osobno lub réwnoczesnie.

Korzystnie zestaw wedtug wynalazku, cechuje sie tym, ze stosunek molowy inhibitora karboksypep-
tydazy U do inhibitora trombiny wynosi od okoto 1000:1 do okoto 1:1000, korzystnie od 50:1 do 1:50.

Wynalazek réwniez dotyczy powyzej zdefiniowanego preparatu do stosowania w terapii medycznej.

Wynalazek rowniez dotyczy zestawu skfadnikdéw zawierajgcego:

pojemnik zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest mergetpa lub jego farmaceu-
tycznie dopuszczalna s6l, oraz pojemnik zawierajgcy inhibitor trombiny, inogatran; albo

pojemnik zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest kwas 3-(6-aminopirydyn-3-
-ylo)-2-merkaptometylopropanowy lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sél, oraz pojemnik zawiera-
jacy inhibitor trombiny, melagatran,

a takze instrukcje dotyczace podawania kolejno, osobno lub réwnoczesnie inhibitoréw karbo-
ksypeptydazy U i trombiny potrzebujgcemu tego pacjentowi, do stosowania w terapii medycznej.

Korzystne cechy podane powyzej odnosnie tego zestawu skfadnikbw odnosza sie réwniez do
powyzszego rozwigzania.

Wynalazek réwniez dotyczy zestawu skladnikéw zawierajgcego:

preparat farmaceutyczny zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest mergetpa lub
jego farmaceutycznie dopuszczalna sé6l, w mieszaninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem
pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem; oraz preparat farmaceutyczny zawierajacy inhibitor
trombiny, inogatran, w mieszaninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, roz-
cienczalnikiem lub nosnikiem; albo

preparat farmaceutyczny zawierajgcy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest kwas 3-(6-
-aminopirydyn-3-ylo)-2-merkaptometylopropanowy lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sol, w mie-
szaninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem,
oraz preparat farmaceutyczny zawierajgcy inhibitor trombiny, melagatran, w mieszaninie z farmaceu-
tycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem,

przy czym kazdy z inhibitoréw karboksypeptydazy U i trombiny jest w postaci odpowiedniej do
podawania w potaczeniu z drugim,

do stosowania w terapii medyczne;j.

Korzystne cechy podane powyzej odnosnie tego tego zestawu sktadnikow odnoszg sie réwniez
do powyzszego rozwigzania.

Ponadto wynalazek dotyczy zastosowania powyzej zdefiniowanego preparatu do wytwarzania
leku do leczenia zakrzepicy i nadkrzepliwosci we krwi i tkankach ssakéw, w tym ludzi.

Okreslenie ,podawanie w potgczeniu z” oznacza podawanie kolejno, osobno i/lub réwnoczesnie
odpowiednich preparatéw zawierajgcych dany inhibitor CPU i dany inhibitor trombiny, w trakcie lecze-
nia odpowiedniego stanu, ktéry to stan moze by¢ stanem ostrym lub przewlektym. Korzystnie okresle-
nie to oznacza podawanie dwéch preparatéw (ewentualnie w powtérzeniach) w wystarczajgco bliskich
odstepach czasu, aby wystgpito korzystne dziatanie na pacjenta, silniejsze w trakcie leczenia odpo-
wiedniego stanu niz w przypadku podawania (ewentualnie w powtdérzeniach) ktéregokolwiek z dwéch
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preparatéw oddzielnie, bez podawania drugiego preparatu w danym trakcie leczenia. Oszacowanie
czy potgczenie zapewnia silniejsze, korzystne dziatanie ogélnie w odniesieniu do okreslonego stanu,
a takze w odniesieniu do przebiegu leczenia tego stanu, bedzie zalezato od samego stanu, ktéry sie
leczy lub ktéremu sie zapobiega, przy czym moze to okresli¢ rutynowo fachowiec.

Zatem okreslenie ,w potaczeniu z” oznacza, ze jeden lub drugi z dwéch preparatow moze byé
podawany (ewentualnie w powtérzeniach) przed podaniem, po podaniu i/lub w tym samym czasie,
w ktorym jest podawany drugi sktadnik. Stosowane w tym kontekscie okreslenia ,podawany réwno-
czesnie” i ,podawany w tym samym czasie, w ktérym” oznaczajg, ze poszczegdlne dawki inhibitora
CPU i inhibitora trombiny sg podawane w ciggu 48 godzin, np. w ciggu 24 godzin.

Zestaw skiadajgcy sie z wymienionych czesci wytwarza sie sposobem polegajacym na pola-
czeniu okreslonego powyzej jednego sktadnika (a) z okreslonym powyzej drugim sktadnikiem (b), tak
ze te dwa sktadniki sg odpowiednie do podawania w potaczeniu ze soba.

Okreslenie ,potaczenie” dwéch sktadnikéw ze sobg oznacza, ze te skiadniki (a) i (b) moga by¢:

(i) dostarczone w postaci odrebnych preparatéw (czyli niezaleznie od siebie), ktére nastepnie
taczy sie w celu zastosowania w potaczeniu jeden z drugim w leczeniu skojarzonym; albo

(i) pakowane i oferowane razem w postaci oddzielnych skfadnikéw ,ztozonego opakowania” do
stosowania w pofgczeniu jeden z drugim w leczeniu skojarzonym.

W celu unikniecia watpliwosci stosowane w opisie okreslenie ,leczenie” obejmuje stosowanie
terapeutyczne i/lub profilaktyczne.

Zakresem wynalazku sg objete zaréwno czyste enancjomery, mieszaniny racemiczne, jak i miesza-
niny dwéch enancjomeréw w nieréwnych ilosciach. Nalezy zdawac¢ sobie sprawe, ze wszystkie mozli-
we postacie diastereocizomeryczne sg rowniez objete zakresem wynalazku.

W zaleznosci od warunkéw procesu zwigzki okreslane jako inhibitory CPU mozna wytwarzaé
w postaci obojetnej, jako sole, np. jako farmaceutycznie dopuszczalne sole, lub jako solwaty, np. jako
hydraty, przy czym wszystkie takie postacie sg objete zakresem wynalazku.

Inhibitory trombiny obejmujg HOOC-CH,-(R)Cha-Pic-Nag-H (znany jako inogatran) i HOOC-
-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab-H (znany jako melagatran) (patrz odpowiednio publikacje miedzynarodowego
zgtoszenia patentowego nr WO 93/11152 i WO 94/29336, oraz zestawienia zamieszczonych tam
skrotéw).

W publikacji miedzynarodowego zgtoszenia patentowego nr WO 97/23499 ujawniono szereg
zwigzkow, ktore, jak to stwierdzono, sg uzyteczne jako proleki inhibitoréw trombiny. Takie proleki sg
okreslone og6inym wzorem

R®00C-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab-R"

w ktérym R®* oznacza atom wodoru, benzyl lub C,.1o alkil, = (ktéry zastepuje jeden z atomow
wodoru grupy amidynowej w Pab-H) oznacza OH, OC(O)R® lub C(O)ORd, gdzie R® oznacza C.,7 alkil,
fenyl lub 2-naftyl, a R oznacza Cy.;, alkil, fenyl, C,.3 alkilofenyl lub 2-naftyl. Do korzystnych zwigzkéw
nalezg zwigzki o wzorze R*0O0OC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab-OH, w ktérym R* oznacza benzyl lub Cy.,, alkil,
np. etyl lub izopropyl, a zwlaszcza EtOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab-OH. Same aktywne inhibitory trombi-
ny ujawniono w publikaciji WO 94/29336.

Preparaty farmaceutyczne

Jak podano powyzej, wynalazek dotyczy preparatow farmaceutycznych, zawierajgcych jako
substancje czynne inhibitor CPU (mergetpe lub kwas 3-(6-aminopirydyn-3-ylo)-2-merkaptometylo-
propanowy) i inhibitor trombiny (inogatran lub melagatran) lub ich farmaceutycznie dopuszczalne sole.

Odpowiednie preparaty, w ktérych stosuje sie HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab-H (melagatran) opi-
sano w literaturze, miedzy innymi np. w publikacjach miedzynarodowych zgtoszenh patentowych nr
WO 94/29336, WO 96/14084, WO 96/16671, WO 97/23499, WO 97/39770, WO 97/45138, WO 98/16252,
WO 99/27912 i WO 99/27913.

Do stosowania klinicznego inhibitor CPU i inhibitor trombiny formutuje sie w preparat farmaceu-
tyczny do podawania doustnego, dozylnego, podskérnego, dotchawiczego, dooskrzelowego, donoso-
wego, doptucnego, przezskdrnego, podpoliczkowego, doodbytniczego, pozajelitowego lub pewnymi
innymi drogami podawania. Preparat farmaceutyczny zawiera inhibitory w mieszaninie z farmaceu-
tycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, rozcienczalnikiem i/lub nosnikiem.

Catkowita zawarto$¢ substancji czynnych w preparacie wynosi dogodnie okoto 0,1-95% wag.,
zwykle 0,5-50% wag., korzystnie 1-25% wag.
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Stosunek molowy inhibitora CPU do inhibitora trombiny moze wynosi¢ od okoto 1000:1 do okoto
1:1000. Dogodnie stosunek molowy inhibitora CPU do inhibitora trombiny wynosi od 300:1 do 1:300,
korzystnie od 50:1 do 1:50.

W procesie wytwarzania preparatow farmaceutycznych wediug wynalazku substancje czynne
mozna zmiesza¢ ze statymi, sproszkowanymi skifadnikami, takimi jak laktoza, sacharoza, sorbitol,
mannitol, skrobia, amylopektyna, pochodne celulozy, zelatyna lub inny odpowiedni skiadnik, a takze
ze srodkami rozsadzajacymi lub srodkami smarujacymi, takimi jak stearynian magnezu, stearynian
wapnia, stearylofumaran sodu i glikole polietylenowe w postaci woskéw. Mieszanine mozna nastepnie
podda¢ granulowaniu lub sprasowac w tabletki.

Substancje czynne mozna osobno wstepnie zmiesza¢ z innymi sktadnikami nie bedgacymi sub-
stancjami czynnymi, przed zmieszaniem dla otrzymania preparatu. Mozna takze zmiesza¢ ze sobg
substancje czynne, przed zmieszaniem ze sktadnikami nie bedacymi substancjami czynnymi, dla
otrzymania preparatu.

Mozna wytwarza¢ miekkie kapsutki zelatynowe zawierajgce mieszanine substancji czynnych
wedtug wynalazku, oleju roslinnego, ttuszczu lub innego odpowiedniego nosnika stosowanego
w miekkich kapsutkach zelatynowych. Twarde kapsuiki zelatynowe mogq zawiera¢ granulki substanciji
czynnych. Twarde kapsutki zelatynowe moga réwniez zawiera¢ substancje czynne w potgczeniu ze
statymi sproszkowanymi skladnikami, takimi jak laktoza, sacharoza, sorbitol, mannitol, skrobia ziem-
niaczana, skrobia kukurydziana, amylopektyna, pochodne celulozy lub zelatyna.

Jednostkowe postacie dawkowane do podawania doodbytniczego mozna wytwarzac (i) w po-
staci czopkéw zawierajgcych substancje czynng zmieszang z obojetnym podtozem tluszczowym; (ii)
w postaci zelatynowej kapsutki doodbytniczej, ktéra zawiera substancje czynng w mieszaninie z ole-
jem roslinnym, olejem parafinowym lub innym odpowiednim nosnikiem stosowanym w zelatynowych
kapsutkach doodbytniczych; (iii) w postaci gotowego do uzycia mikrowlewu; albo (iv) w postaci suche-
go preparatu do mikrowlewu, do roztwarzania w odpowiednim rozpuszczalniku tuz przed podaniem.

Ciekte preparaty mozna wytwarza¢ w postaci syropéw lub zawiesin, np. roztworéw lub zawiesin
zawierajgcych substancje czynne i pozostate skfadniki, np. cukier lub alkohole cukrowe oraz miesza-
nine etanolu, wody, gliceryny, glikolu propylenowego i glikolu polietylenowego. Jesli zachodzi potrzeba
takie ciekte preparaty moga zawiera¢ srodki barwigce, srodki smakowo-zapachowe, srodki konserwu-
jace, sacharyne i karboksymetyloceluloze lub inne srodki zageszczajgce. Ciekte preparaty mozna
réwniez wytwarza¢ w postaci suchych proszkéw do roztwarzania w odpowiednim rozpuszczalniku
przed uzyciem.

Roztwory do podawania pozajelitowego mozna wytwarzac jako roztwory preparatu wedtug wy-
nalazku w farmaceutycznie dopuszczalnym rozpuszczalniku. Takie roztwory mogq roéwniez zawierac
srodki stabilizujgce, srodki konserwujace i/lub skfadniki buforujgce. Roztwory do podawania pozajeli-
towego mozna réwniez wytwarza¢ w postaci suchych preparatéw do roztwarzania w odpowiednim
rozpuszczalniku przed uzyciem.

Dawka podawanego zwigzku bedzie zaleze¢ od konkretnych wskazan, wieku, wagi i ptci pa-
cjenta i moze by¢ ustalana przez lekarza. Dawka bedzie korzystnie wynosi¢ 0,01-10 mg/kg.

Typowa dzienna dawka substancji czynnych zmienia sie w szerokim zakresie i bedzie zaleze¢
od réznych czynnikéw, takich jak konkretne wskazania, droga podawania, wiek, waga i pte¢ pacjenta
i moze byc¢ ustalana przez lekarza. Zazwyczaj dzienne dawki doustne lub pozajelitowe beda wynosic¢
0,1-1000 mg substancji czynnych tacznie.

W opisie ,terapeutycznie skuteczna fgczna ilos¢” dotyczy catkowitej ilosci inhibitora CPU i inhibitora
trombiny, ktéra po podaniu tych substancji w potaczeniu zapewnia dziatanie terapeutyczne, nawet jesli
ilo$¢ danej substancji przy podawaniu odrebnym moze byé mniejsza od ilosci terapeutycznie skuteczne;.

Zastosowanie medyczne i farmaceutyczne

Jak podano powyzej, wynalazek dotyczy réwniez preparatéw i zestawdw do stosowania w tera-
pii medycznej; zastosowania preparatow wedtug wynalazku do wytwarzania lekéw do stosowania
w leczeniu stanu, w ktérym jest wymagane lub pozadane hamowanie trombiny i/lub hamowanie CPU,
tj. zakrzepicy i nadkrzepliwosci we krwi i tkankach ssakéw, w tym ludzi.

Wynalazek znajduje zatem zastosowanie do leczenia zgodnie z ktérym podaje sie terapeutycz-
nie skuteczng faczng ilosé inhibitora CPU i inhibitora trombiny wedtug wynalazku pacjentowi cierpia-
cemu lub podatnego na stan, w ktérym jest wymagane lub pozgdane hamowanie trombiny i/lub ha-
mowanie CPU.
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Inhibitor CPU i inhibitor trombiny mozna podawac¢ kolejno, osobno i/lub réwnoczesnie. Ponadto
inhibitor CPU mozna podawac¢ przed podaniem inhibitora trombiny lub vice versa.

Stosowane tu okreslenie ,terapia medyczna” obejmuje profilaktyczny, diagnostyczny i terapeu-
tyczny tryb leczenia prowadzony in vivo lub ex vivo w odniesieniu do ludzi i innych ssakow.

Preparaty wedlug wynalazku zawierajg inhibitor CPU i inhibitor trombiny, jako takie lub, w przy-
padku prolekéw, po podaniu. Zatem oczekuje sie, ze preparaty wedtug wynalazku beda uzyteczne
w leczeniu zakrzepicy i nadkrzepliwosci we krwi i tkankach ssakéw, w tym ludzi.

Wiadomo, ze nadkrzepliwos¢ moze prowadzi¢ do choréb zakrzepowo-zatorowych. Wsréd sta-
néw zwigzanych z nadkrzepliwoscig i chorobami zakrzepowo-zatorowymi mozna wymieni¢ dzie-
dziczng lub nabytg opornos¢ na uaktywnione biatko C, takg jak mutacja czynnika V (czynnik V Leiden)
i dziedziczne lub nabyte niedobory antytrombiny Ill, biatka C, biatka S, kofaktora heparyny Il. Wiado-
mo, ze inne stany zwigzane z nadkrzepliwoscig i chorobami zakrzepowo-zatorowymi obejmujg kraza-
ce przeciwciata antyfosfolipidowe (antykoagulant tocznia), homocysteinemie, indukowang heparyng
trombocytopenie i zaktécenia w fibrynolizie.

Leczenie standw, w ktérych wystepuje niepozgdany nadmiar trombiny bez oznak nadkrzepliwo-
Sci, np. choréb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera.

Okreslone stany chorobowe, ktére mozna wymieni¢ obejmujg leczenie i/lub profilaktyke zakrze-
pic naczyn (np. zakrzepicy zyt gtebokich) i zatoréw tetnicy ptucnej, zakrzepicy tetniczej (np. przy zawa-
le miesnia sercowego, niestabilnej dusznicy bolesnej, udarze wskutek zakrzepicy i obwodowej za-
krzepicy tetniczej) i ogdlnoustrojowych zatoréw zwykle odprzedsionkowych przy zwtdknieniu tetniczym
lub od lewej komory przy petnosciennym zawale miesnia sercowego lub spowodowanych przez zasto-
inowag niewydolnos¢ serca; profilaktyke nawrotéw niedroznosci (czyli zakrzepicy) po rozpuszczeniu
skrzepu, przezskornej transluminalnej angioplastyce (PTA) i zabiegéw zwigzanych z wykonaniem
pofaczenia omijajgcego zwezenia tetnicy wiencowej; profilaktyke nawrotéw zakrzepicy po zabiegach
mikrochirurgicznych i ogdlnie zabiegach chirurgii naczyniowej.

Inne wskazania obejmujg leczenie i/lub profilaktyke rozsianego krzepniecia wewnatrznaczynio-
wego spowodowanego przez bakterie, liczne urazy, zatrucie lub o innych mechanizmach; leczenie
srodkiem przeciw krzepnieciu przy kontakcie krwi z powierzchniami ciat obcych w organizmie, takimi
jak przeszczepy naczyniowe, rurki umieszczone w naczyniu dla utrzymania jego droznosci, cewniki
naczyniowe, mechaniczne i biologiczne zastawki protetyczne lub jakiekolwiek inne narzedzia medycz-
ne; oraz leczenie srodkiem przeciw krzepnieciu przy kontakcie krwi z narzedziami medycznymi poza
organizmem, takimi jak podczas zabiegéw chirurgii sercowo-naczyniowej przy uzyciu aparatu ptuco-
-serce lub przy hemodializie; leczenie i/lub profilaktyke zespotu ostrego wyczerpania oddechowego
idiopatycznego i u dorostych, zwtdknienia ptucnego po leczeniu naswietlaniem lub chemioterapia,
wstrzgsu septycznego, posocznicy, odpowiedzi zapalnych, ktére obejmuja, lecz nie wytacznie obrzeki,
ostrg lub przewlekig miazdzyce tetnic, takg jak choroba tetnic wiencowych, choroba tetnic moézgo-
wych, choroba tetnic obwodowych, uszkodzenie reperfuzyjne i nawrét zwezenia po przezskérnej
transluminalnej angioplastyce (PTA).

Przyktady

Wynalazek ilustrujg ponizsze przyktady.

Materiaty i metody

Materiaty

Batroksobine nr 520 CRY (American Diagnostica Inc., Greenwich, CT, USA) przechowywano
w 8°C, zaréwno w stanie zliofilizowanym, jak i po rozpuszczeniu w roztworze soli do stezenia 10 BU/ml.
Stosowano jg w doswiadczeniach przez 5 dni. Reszte leku zamrazano i przechowywano w -20°C
przez co najwyzej 30 dni.

Endotoksyne L-3129 (Sigma, St. Louis, MO, USA) rozpuszczono w roztworze soli do stezenia
50 pg/ml. Do kazdego doswiadczenia przygotowywano swiezy roztwor.

Ludzki fibrynogen znakowany '°I (Amersham, Little Chalfont, Buck, Wielka Brytania) przecho-
wywano w stanie zliofilizowanym w 8°C. Po rozpuszczeniu w roztworze solilwodzie destylowanej (80/20
objetosciowo) w celu otrzymania roztworu podstawowego o zawartosci okoto 0,8 MBg/ml (20 uCi/ml) roz-
twor podzielono na podwielokrotne porcje (po jednej na kazde doswiadczenie), szybko zamrazano
i przechowywano w -20°C. Stosowano go w doswiadczeniach przez 14 dni od daty produkcji.

Inaktyne, s6l sodowg tiobutabarbitalu (Research Biochemicals International, Natick, USA) roz-
puszczono w roztworze soli/wodzie destylowanej (50/50 objetosciowo) do stezenia 50 mg/ml.
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Inhibitor trombiny, inogatran, rozpuszczano w 40% (wag.) roztworze cyklodekstryny (HBBCD)
do stezenia 5 mg/ml i przechowywano w -20°C. Przed uzyciem w réznych doswiadczeniach rozcien-
czano go 40% roztworem cyklodekstryny. W badaniach lek podawano podskoérnie.

Inhibitor trombiny melagatran rozpuszczano w roztworze soli.

Inhibitory CPU, MERGETPA i zwigzek A, rozpuszczano w odtlenionym roztworze soli. Roztwér soli
odtleniano droga obrébki ultradzwiekami przez 20 minut, a nastepnie przepuszczania azotu przez kolej-
ne 20 minut. Do kazdego doswiadczenia zawsze przygotowywano swieze roztwory. Inhibitor CPU
podawano szczurom droga infuzji i.v. trwajacej 5 minut.

Zwierzeta

W doswiadczeniach stosowano samce szczurOw szczepu Sprague Dawley (Charles River,
Szwecja), wazace 325-425 g. Tydzien przed uzyciem w doswiadczeniach zwierzeta pozostawiono by
sie oswoity z warunkami w laboratoriach AstraZzeneca R&D, MdIndal, Szwecja.

Przygotowanie zwierzat

Znieczulenie wywotano i utrzymywano z uzyciem inaktyny 100 mg/kg i.p.

W lewej zyle szyjnej umieszczano dwa cewniki, jeden do podawania **°I fibrynogenu i batrokso-
biny, a drugi do podawania endotoksyny i inhibitora CPU lub odpowiednich ich nosnikéw. W tetnicy
szyjnej umieszczano trzeci cewnik do pobierania prébek krwi i pomiaru $redniego tetniczego cisnienia
krwi i czestosci akcji serca. Dla unikniecia powstawania skrzeplin krwi w cewniku tetniczym przez caty
czas doswiadczenia prowadzono powolng infuzje roztworu soli (okoto 1,0 ml/kg*h). Szczurom wyko-
nano tracheotomie w celu utatwienia samorzutnego oddychania. Temperature ciala monitorowano
i utrzymywano na poziomie 38°C przez zewnetrzne ogrzewanie.

Procedura doswiadczalna

Na poczatku doswiadczenia zwierzetom wstrzykiwano i.v. endotoksyne (50 ug/kg). Po uptywie
2 godzin wstrzykiwano podskérnie inhibitor trombiny lub jego nosnik, a po uptywie kolejnych 15 minut
podawano *?°| fibrynogen (0,04 MBq) droga iniekcji dozylnej (i.v.). Po uptywie 5 minut rozpoczynano
trwajacg 5 minut infuzje inhibitora CPU Ilub jego nosnika. Po 5 minutach podawano batroksobine
(10 BU/kg) w postaci iniekcji dozylnej (bolus), trwajacej 1 minute.

We wszystkich do$wiadczeniach prébki krwi do oznaczania zawartosci **I pobierano tuz przed
podaniem batroksobiny oraz w 5, 20 i 30 minut po jej podaniu. Po zakonczeniu doswiadczenia wyci-
nano piuca, tkanke tagodnie przemywano roztworem soli, osuszano bibutg i wazono. Zawarto$é 2’|
w tkance i probkach krwi oznaczano z uzyciem licznika Wallac 1282 Compugamma. Stezenie **°|
w osoczu i w ptucach wyrazano jako procent radioaktywnosci w stosunku do prébki krwi tetniczej po-
branej tuz przed wstrzyknieciem batroksobiny.

Przyktad 1

Inhibitor CPU, mergetpa (kwas DL-2-merkaptometylo-3-guanidynoetylotiopropanowy), znany np.
z Biochimica & Biophysica Acta 1034 (1990), 86-92, zastosowano w potgczeniu z inhibitorem trombi-
ny, inogatranem.

Wyniki doswiadczen przedstawiono w tabeli I. Wyniki wyrazono jako procent fibryny pozostaja-
cej w ptucach po leczeniu, czyli 100% oznacza brak dziatania; n oznacza liczbe doswiadczen (szczuréw).

Tabelal

Wplyw na osadzanie sie fibryny w ptucach u znieczulonych szczuréw
w doswiadczeniach ze srodkiem MERGETPA i/lub inogatranem

Inhibitor CPU Inhibitor trombiny Inhibitor CPU + inhibitor trombiny
Dawka Fibryna Dawka Fibryna Dawka Fibryna
pozostajaca po pozostajgca po pozostajgca po
(Hmole/kg) leczeniu (% + SD) (hmole/kg) leczeniu (% £ SD) (mole/kg) leczeniu (% £ SD)
1 2 3 4 5 6
2,1 - 0,6 - 21+0,6 100 + 23,9
n=6
4,2 - 1,2 - 42+12 62 +21,9
n=6
8,4 90+18,1 23 94 + 20,2 84+23 26+ 13,3
n==6 n==6 n=9
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cd. tabeli |

1 2 3 4 5 6
21,1 37 +19,3 3,4 72 + 23,6 - -

n==6 n==6
33,7 23+17,3 57 41 + 20,3 - -

n==6 n==6

- - 17,2 39+15,9
n==6

Z tabeli | wynika, ze podawanie potaczenia inhibitora CPU i inhibitora trombiny jest korzystniej-
sze od podawania ktéregokolwiek z inhibitorow pojedynczo, w odniesieniu do fibryny pozostajacej po
leczeniu.

Przyktad 2

Inhibitor CPU (kwas 3-(6-aminopirydyn-3-ylo)-2-merkaptometylo)propanowy) (zwigzek A) zasto-
sowano w potgczeniu z inhibitorem trombiny, melagatranem.

Wyniki tych do$wiadczen przedstawiono w tabeli II. Wyniki wyrazono jako procent fibryny pozo-
stajgcej w ptucach po leczeniu, czyli 100% oznacza brak dziatania; n oznacza liczbe doswiadczen
(szczurdw).

Tabelall
Whplyw na osadzanie sie fibryny w ptucach u znieczulonych szczuréw
w doswiadczeniach ze zwigzkiem A i/lub melagatranem

Inhibitor CPU Inhibitor trombiny Inhibitor CPU + inhibitor trombiny
anka | oo mmeapo | PR | eape | AR | o rainea po
(Hmole/kg) leczeniu (% + SD) (hmole/kg) leczeniu (% + SD) (Hmole/kg) leczeniu (% + SD)
0,20 100 + 25,8 0,23 97 +12,4 0,20 + 0,23 75+ 35,2
n=38 n==6 n=>5

0,28 88 + 23,2 0,35 77+22,4 0,28 + 0,35 19+13,9
n=4 n=4 n=8

0,4 87 £ 50,6 0,58 62 £17,0 - -
n==6 n=2

2,0 49 + 30,0 1,75 31+13,3 - -
n=7 n=4

4,0 15+9,3 35 55+ 21,7 - -
n=4 n=4

20,0 7114 - - - -
n=2

Z tabeli Il wynika, ze podawanie potaczenia inhibitora CPU i inhibitora trombiny jest korzystniej-
sze od podawania ktéregokolwiek z inhibitorow pojedynczo, w odniesieniu do fibryny pozostajacej po
leczeniu.

Przyktad 3

Inhibitor CPU (kwas 3-(6-aminopirydyn-3-ylo)-2-merkaptometylo)propanowy) (zwigzek A) zasto-
sowano w potaczeniu z inhibitorem trombiny, melagatranem.

Wyniki tych doswiadczen przedstawiono w tabeli Ill. Wyniki wyrazono jako procent fibryny po-
zostajacej w ptucach po leczeniu, czyli 100% oznacza brak dziatania; n oznacza liczbe doswiadczen
(szczurdw).
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Tabelall
Potwierdzenie synergistycznego dziatania na osadzanie sie fibryny

w ptucach u znieczulonych szczuréw w doswiadczeniach ze zwigzkiem A i melagatranem

Inhibitor CPU (zwigzek A) Inhibitor trombiny (melagatran) Inhibitor CPU + inhibitor trombiny
Dawka pozcl):é?arg;:a po Dawka poz:):étt)g;:a po Dawka poz;l':[)g;c?a po
(Hmole/kg) leczeniu (% £ SD) (Hmole/kg) leczeniu (% £ SD) (Hmole/kg) leczeniu (% £ SD)
0,20 97 +24,1 0,18 110 + 15,2 - -
n=10 n=3
0,20 97 +24,1 0,23 98 + 11,5 0,20 + 0,23 70 + 33,8
n=10 n=7 n==6
0,20 97 +24,1 0,30 87 +27,6 0,20 + 0,30 51 + 33,3
n=10 n=3 n=5
0,20 97 +24,1 0,35 77+22,4 0,20 + 0,35 35+24,3
n=10 n=4 n=5
0,20 97 +24,1 0,70 - 0,20 + 0,70 18+ 12,7
n=10 n=2
0,28 81+245 0,18 110+ 15,2 0,28 + 0,18 71+33,2
n=5 n=3 n=>5
0,28 81+245 0,23 98+ 11,5 0,28 + 0,23 42 + 28,3
n=>5 n=7 n=5
0,28 81+245 0,30 87 +27,6 - -
n=>5 n=3
0,28 81+245 0,35 77+22,4 0,28 + 0,35 20+ 13,3
n=5 n=4 n=9
0,28 81+245 0,42 - 0,28 + 0,42 9+35
n=>5 n=2

W przypadku kazdej z czterech r6znych kombinacji dawek, sam inhibitor CPU, sam inhibitor
trombiny oraz inhibitor trombiny wraz z inhibitorem CPU w dawce odpowiednio 0,2 i 0,28 pmola/kg,
dopasowywano odrebne modele E-max. Modele dopasowywano w skali logarytmicznej, otrzymujac sza-
cunkowe wartosci mediany skutecznej dawki, czyli dawki, przy ktérej u potowy populacji osiggnieto 50%
efekt. Na fig. 1 przedstawiono przedziaty ufnosci dla tych wartosci EDs.

Przy braku dziatania synergistycznego wartos¢ EDsg dla potaczenia inhibitora CPU z inhibitorem
trombiny powinna leze¢ na linii fgczacej wartosci EDsy dla kazdego z lekéw podawanych osobno
(patrz fig. 1). W celu oszacowania dziatania synergistycznego wszystkie cztery kombinacje dawek
dopasowano do modelu E-max, przy czym EDs, dla inhibitora trombiny wraz z inhibitorem CPU
w dawce odpowiednio 0,2 i 0,28 pymola/kg modelowano z uzyciem parametru A, jak to przedstawiono
na figurze. Warto$¢ parametru A oszacowano na 0,52 przy 95% przedziale ufnosci (0,116 - 0,934); byt
on statystycznie rézny od 0, p < 0,001.

Skroty

Aze = kwas (S)-azetydyno-2-karboksylowy

BU = jednostki batroksobiny, okreslone przez American Diagnostica Inc., USA

Cha = B-cykloheksyloalanina

Cgl = (S)-cykloheksyloglicyna

HPBCD = hydroksypropylo-B-cyklodekstryna

i.p. = Srédotrzewnowo

i.v. = dozylnie

Nag-H = noragmatyna

Pab-H = 1-amidyno-4-aminometylobenzen

Pic = kwas pipekolinowy

SD = odchylenie standardowe
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Zastrzezenia patentowe

1. Preparat farmaceutyczny, znamienny tym, ze zawiera inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym
jest mergetpa lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sél, oraz inhibitor trombiny, inogatran, w mie-
szaninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem; albo

inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest kwas 3-(6-aminopirydyn-3-ylo)-2-merkaptometylo-
propanowy lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sél, oraz inhibitor trombiny, melagatran, w mie-
szaninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem.

2. Preparat farmaceutyczny wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosunek molowy inhibitora
karboksypeptydazy U do inhibitora trombiny wynosi od okoto 1000:1 do okoto 1:1000, korzystnie
od 50:1 do 1:50.

3. Zestaw skfadnikéw, znamienny tym, ze zawiera:

pojemnik zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest mergetpa lub jego farmaceu-
tycznie dopuszczalna s6l, oraz pojemnik zawierajgcy inhibitor trombiny, inogatran; albo

pojemnik zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest kwas 3-(6-aminopirydyn-3-
-ylo)-2-merkaptometylopropanowy lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sél, oraz pojemnik zawiera-
jacy inhibitor trombiny, melagatran,

a takze instrukcje dotyczace podawania kolejno, osobno lub réwnoczes$nie inhibitoréw karbo-
ksypeptydazy U i trombiny potrzebujgcemu tego pacjentowi.

4. Zestaw wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze stosunek molowy inhibitora karboksypeptyda-
zy U do inhibitora trombiny wynosi od okoto 1000:1 do okoto 1:1000, korzystnie od 50:1 do 1:50.
5. Zestaw sktadnikéw, znamienny tym, ze zawiera:

preparat farmaceutyczny zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest mergetpa lub
jego farmaceutycznie dopuszczalna s6l, w mieszaninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem
pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem; oraz preparat farmaceutyczny zawierajacy inhibitor
trombiny, inogatran, w mieszaninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, roz-
cienczalnikiem lub nosnikiem; albo

preparat farmaceutyczny zawierajacy inhibitor karboksypeptydazy U, ktérym jest kwas 3-(6-
-aminopirydyn-3-ylo)-2-merkaptometylopropanowy lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sél, w mie-
szaninie z farmaceutycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem,
oraz preparat farmaceutyczny zawierajgcy inhibitor trombiny, melagatran, w mieszaninie z farmaceu-
tycznie dopuszczalnym srodkiem pomocniczym, rozcienczalnikiem lub nosnikiem,

przy czym kazdy z inhibitoréw karboksypeptydazy U i trombiny jest w postaci odpowiedniej do
podawania w potgczeniu z drugim.

6. Zestaw wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze inhibitory karboksypeptydazy U i trombiny sg
odpowiednie do podawania kolejno, osobno lub réwnoczesnie.

7. Zestaw wedtug zastrz. 5 albo 6, znamienny tym, ze stosunek molowy inhibitora karboksy-
peptydazy U do inhibitora trombiny wynosi od okoto 1000:1 do okoto 1:1000, korzystnie od 50:1 do 1:50.

8. Preparat zdefiniowany w zastrz. 1 i 2 do stosowania w terapii medycznej.

9. Zestaw skfadnikéw zdefiniowany w zastrz. 3 i 4 do stosowania w terapii medycznej.

10. Zestaw sktadnikéw zdefiniowany w zastrz. 5 - 7 do stosowania w terapii medycznej.

11. Zastosowanie preparatu zdefiniowanego w zastrz. 1 i 2 do wytwarzania leku do leczenia za-
krzepicy i nadkrzepliwosci we krwi i tkankach ssakéw, w tym ludzi.
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Rysunek

Fig. 1
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