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(54) PHARMAZEUTISCHE PRXPARATION ENTHALTEND EINE THROMBOLYTISCH WIRKENDE SUBSTANZ

(57)  Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische Praparation
enthaltend eine thrombolytisch wirkende, Protein C nicht
aktivierende Substanz und Protein C. Diese Praparation ver-
hindert eine Reocclusion, weiche Gblicherweise im Rahmen
einer Thrombolysetherapie auftritt.
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Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische Préparation enthaltend Protein C.

Viele operative Eingriffe erhShen das Risiko einer vendsen und arteriellen Thrombose und Thromboem-
bolie. Arterielie und vendse Thrombosis kann auch krankheitsbedingt sein. Die antithrombotische bzw.
thrombolytische Therapie bringt jedoch unerwiinschte Nebeneffekte, wie Blutungen oder Reocclusion mit
sich.

Die thrombolytische Wirkung von Substanzen, wie t-PA, Urokinase, Streptokinase oder Plasminogen
beruht auf der Freisetzung von Plasmin, welches die AufiGsung von Thromben erm&glicht. Gleichzeitig wird
beobachtet, daB bei Verabreichung thrombolytisch wirksamer Substanzen Thrombin generiert wird. Es wird
vermutet, daB die Thrombin-Generierung und eine darauffolgende Reocclusion ein allgemeiner unerwiinsch-
ter Nebeneffekt einer erfolgreichen Thrombolyse ist (Circulation 83, 937-944, (1891)).

Neben der erhdhten Thrombinaktivitdt wird auch eine Verdnderung der Protein C-Konzentration im Biut
von Thrombolyse-Patienten beobachtet (Seminars in Thrombosis and Hemostasis 16, 242-244 (1990)). Die
Therapie erfolgt entweder mit t-PA oder mit Heparin oder mit einer Kombination aus t-PA und Heparin. Eine
Verringerung der Protein C-Konzentration wird nur bei Verabreichung der t-PA-héltigen Préparate beobach-
tet. Ein direkter Abbau von Protein C mit t-PA oder Plasmin wird jedoch ausgeschlossen.

Im Zusammenhang mit unerwiinschten Nebenwirkungen der Thrombolyse wird in der EP-A - 0 318 201
vorgeschlagen, aktiviertes Protein C (aPC) alleine oder in Kombination mit einem Thrombolytikum zur
Verhinderung akuter arterieller thrombotischer Verschlusse, Thromboembolie oder Stenosis zu verwenden.
aPC gilt als antikoagulativ wirksames Enzym, welches einerseits eine Thrombinbildung durch den proteolyti-
schen Abbau von aktiviertem Gerinnungsfaktor V und aktiviertem Gerinnungsfaktor VIl unterbindet und
andererseits die Fibrinolyse unterstitzt. Aus diesem Grund kann die Dosis des Thrombolytikums reduziert
werden.

GleichermaBen wird in Blood 74, Suppl. 1, 50a, Abstract 176 (1989) zur Verhinderung der Thrombenbil-
dung ein Kombinationspraparat enthaitend aPC und Urokinase vorgeschiagen, um die thrombolytische oder
antithrombotische Dosis der Urokinase zu verringern und gleichzeitig den Blutungskomplikationen, welche
bei einer Thrombolysetherapie auftreten, zu begegnen. Die Verabreichung von aktiviertem Protein C hat
jedoch den Nachteil, daB aufgrund der unmittelbar antikoagulatorischen Wirksamkeit von aPC die Blutungs-
neigung gefdrdert wird.

Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, diesen Nachteil zu beseitigen und eine pharmazeutische
Praparation zur Verfligung zu stellen, welche eine Reocclusion, bedingt durch eine erhGhte Thrombinaktivi-
tat nach erfolgter Thrombolysetherapie, verhindert.

Die erfindungsgemaBe Priparation enthéit eine thrombolytisch wirkende, Protein C nicht aktivierende
Substanz und Protein C.

Es hat sich gezeigt, daB die erfindungsgemaBe Praparation eine erfolgreiche Thrombolysetherapie ohne
Reocclusionsgefahr ermd&glicht.

Als thrombolytisch wirkende Substanz eignet sich besonders Urokinase, tPA, Lys-Plasminogen oder
Streptokinase.

Die Erfindung betrifft daher auch die Verwendung einer thrombolytisch wirkenden Substanz, weiche
Protein C nicht zu aktivieren vermag, in Kombination mit Protein C zur Herstellung eines Arzneimittels zur
Behandlung von Thrombosen und zur Verhinderung der Reocclusion.

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daB das durch therapeutische Thrombolytika generierte
Plasmin nicht nur Fibrin abbaut, sondern bei den wihrend einer Thrombolysetherapie sehr hohen Konzen-
trationen Uberraschenderweise auch Protein C inaktiviert, was einen Protein C-Mange! hervorruft und einen
hyperkoagulabilen Zustand auslést. Das kann verhindert werden, wenn die thrombolytisch wirkende Sub-
stanz in Kombination mit Protein C verabreicht wird oder wenn Protein C im Rahmen einer Thrombolysethe-
rapie, also vor, wihrend und/oder nach einer Thrombolysetherapie verabreicht wird.

Im erfindungsgemiéBen Priparat ist Protein C vorzugsweise zu 10 bis 50 E/mg Protein enthalten. Die
applikationsbereite Form sollte 90 bis 450 E/ml| enthalten. Der Gehalt an Thrombolytikum wird in der
erfindungsgemiBen Priparation zweckmaBigerweise so gewidhlt, daB bei der Applikation iibliche Mengen
verabreicht werden.

Die erfindungsgme#Be Protein C-hiitige Priparation kann als Injektion (30 bis 80 E/kg) 2 oder 3 mal
taglich oder als Dauerinfusion (15 bis 30 E/kg.h) verabreicht werden. Nachfolgend wird die Erfindung noch
néher beschrieben.

Gewinnung von Protein C

Hochreines Protein C wurde aus einer rohen Protein C-Fraktion gewonnen, die aus kommerziell erhditii-
chem Prothrombinkomplex-Konzentrat hergestelit wurde. Die Reinigung erfolgte affinitdtschromatographisch
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mittels monoklonaler AntikGrper. Monokionale Anti-Protein C-AntikSrper wurden wie folgt hergestellt:

BALB/C-Mduse wurden mit 100 wug menschlichem Protein C in zweiwdchigen Abstdnden durch
intraperitoneale Injektion immunisiert. Nach sechs Wochen wurden noch einmal 50 ug des menschlichen
Protein C injiziert und drei Tage spiter die Fusion vorgenommen. Die Myelomzellinie (P3-X-63-AG8-653,
1,5 x 107 Zellen) wurde vermischt mit 1,7 x 108 Milzzellen von einer Maus, und die Fusion nach
modifizierter K&hler & Milstein-Methode unter Verwendung von PEG 1500 durchgefiihrt (Kshler G., Milstein
C., Nature 256(1975)495-497).

Positive Kione, getestet mittels eines ELISA, wurden zweimal subgekiont. Aszitesproduktion erfolgte
durch Injektion von 5 x 10° Hybridomzelien je BALB/C-Maus zwei Wochen nach Pristan-Behandiung.

Das Immunglobulin wurde aus Aszites durch Ammoniumsulfatprazipitation und anschlieBende Chroma-
tographie mittels eines Anionenaustauschers auf Basis eines dreidimensional vernetzten Polysaccharids mit
quarterndren Aminoethylgruppen (QAE-Sephadex) und darauffolgender Gelfiltrationschromatographie an
einem unmodifizierten dreidimensional vernetzten Dextran-Gel (AusschiuBgréBe: zwischen 1 x 10° und 6 x
105; Sephadex G200) gereinigt. Um das Risiko der Ubertragung muriner Viren zu reduzieren, wurde der
AntikGrper vor der Immobilisierung noch einem Virusinaktivierungsschritt unterworfen. Die so erhaltenen
monoklonalen Antikdrper gegen Protein C wurden an ein mittels CNBr aktiviertes Agarosegel, welches keine
Tentakel aufweist und welches Liganden mit primédren Amingruppen bindet (CNBR-Sepharose 4B (Pharma-
cia)), gekoppelt. Fur die Reinigung des Protein C mittels Affinitdtschromatographie wurden folgende Puffer
verwendet:

Als Adsorptionspuffer: 20 mM Tris, 2 mM EDTA, 0,25 M NaC! und 5 mM Benzamidin;

als Waschpuffer wurde verwendet: 20 mM Tris, 1 M NaCl, 2 mM Benzamidin, 2 mM EDTA; der pH-
Wert betrug 7.4,

als Elutionspuffer wurde verwendet: 3 M NaSCN, 20 mM Tris, 1 M NaCl, 0,5 mM Benzamidin, 2 mM
EDTA.

im einzelnen: Das Prothrombinkomplex-Konzentrat wurde im Adsorptionspuffer aufgeldst, wobei etwa
10 g des Prothrombinkoplex-Konzentrates fir eine 20 ml monokionale Antikdrpersdule zur Verwendung
kamen. AnschlieBend wurde das aufgeldste Prothrombinkoplex-Konzentrat filtriert, bei 20.000 rpm 15 min
lang zentrifugiert und durch ein 0,8 um Filter sterilfiltriort. Das steriffiltrierte und geldste Prothrombinkom-
plex-Konzentrat wurde auf die S3ule aufgetragen mit einer FluBrate von 10 mi/h. AnschlieBend wurde die
Sidule mit dem Waschpuffer proteinfrei gewaschen und schlieBlich das gebundene Protein C mit dem
Elutionspuffer bei einer FluBrate von 5 ml/h eluiert und die Fraktionen gesammelt. Das eluierte Protein C
wurde gegen einen Puffer (0,2 M Tris, 0,15 M Glycin und 1 mM EDTA, pH 8,3) dialysiert. Der Protein C-
Gehalt wurde antigenmiBig mittels der Methode nach Laurell und aktivititsm#Big nach der Aktivierung
mittels Schlangengift (Protac der Fa. Pentapharm) bestimmt.

Das erhaltene Protein C-Eluat wurde in folgender Weise zu einer pharmazeutisch applizierbaren
Préparation fertiggestellt:

Das Eluat wurde zuerst einem Ultrafiltrations- und einem Diafiltrationsschritt unterworfen. Fir die
Diafiltration wurde ein Puffer mit einem pH-Wert von 7,4 verwendet, der pro Liter 150 Mol NaCl und 15
mMol Trinatriumcitrat.2H,O enthielt. Das erhaltene Filtrat wurde gefriergetrocknet und durch eine einstiindi-
ge Dampfbehandiung bei 80°C = 5°C und 1375 * 35 mbar virusinaktiviert.

Das lyophilisierte virusinaktivierte Material wurde sodann in einer sterilen isotonen NaCl-L&sung gel&st,
und mittels lonenaustauschchromatographie an einem Material auf Basis modifizierter Agarose (Q-Sepharo-
se) wurden etwaig vorhandene Antikdrper bzw. Serumamyloid P entfernt. Die gereinigte Losung wurde
durch einen weiteren Ultrafiltrations- und Diafiltrationsschritt konzentriert. Danach wurden zur erhaltenen
L&sung pro Liter 10 g Albumin, 150 mMol NaCl und 15 mMol Trinatriumcitrat zugegeben. Der pH-Wert der
Lésung betrug 7,5. Maus-Immunglobulin sowie die Faktoren il, VIl, IX und X konnten nicht nachgewiesen
werden. AnschlieBend wurde die Losung sterilfiltriert, abgefullt und lyophilisiert. Die spezifische Aktivitét
betrug 14 Einheiten Protein C/mg. Eine Einheit Protein C Aktivitdt ist definiert als die Protein-C-Aktivitét in 1
ml Normalplasma und wird gegen den ersten internationalen Standard von Protein C kalibriert. Als
Aktivitdtstest wurde ein amidolytischer Test verwendet, wobei das Protein C mittels Schlangengift (Protac
(Fa. Pentapharm)) aktiviert wurde.

Zeitabh&ngiger Abbau von Protein C

Protein C wurde mit Plasmin behandelt und der Abbau mittels Immunoblot verfolgt. Dazu wurden 270 u.
einer Protein C-hdltigen LOsung (8 wug/ml) mit 270 wl Plasmin (1 CU/mi) bei 37°C inkubiert. Das
Substrat/Enzym-Verhdltnis betrug demnach 8 : 1 (ug/CU). Nach bereits 60 min lieB sich Protein C
amidolytisch nicht mehr nachweisen.
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Dosisabhédngiger Abbau von Protein C

Um den dosisabhdngigen Abbau von plasmatischem Protein C zu untersuchen, wurden zu je 50 wl
humanem Citratplasma je 50 wl Plasmin in Konzentrationen von 10, 5, 3, 1,5 und 0,5 CU/m| zugesetzt. Nach
einer Reaktionszeit von 10 min wurden je 50 i Antithrombin lll-Heparin-Komplex (10 E ATIll, 50 E Heparin
pro ml) zugefigt. Dieser Zusatz stoppt die Reaktion.

Protein C wurde nach Aktivierung mit Protac (Firma Pentapharm) amidolytisch mit einem chromogenen
Substrat, welches von aktiviertem Protein C gespalten wird und dadurch eine Farbbildung bewirkt, welche
proportional zur Aktivitdt von aktiviertem Protein C ist (S 2366; Fa. Kabi Chromogenix), bestimmt.

Als Vergleich wurde plasmatisches Protein C ohne Plasminzusatz parallel dazu behandelt. Die Ergeb-
nisse sind aus der Abbildung (Abszisse: CU Plasmin; Ordinate: % Protein C-Aktivitdt) ersichtlich. Die
Abbildung zeigt, daB bei sinem Zusatz einer L&sung mit 10 CU/ml Plasmin Protein C bereits nach 10 min
vollstindig abgebaut wurde.

Patentanspriiche

1. Pharmazeutische Prédparation enthaltend eine thrombolytisch wirkende, Protein C nicht aktivierende
Substanz und Protein C.

2. Pharmazeutische Prdparation nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als thrombolytisch
wirkende Substanz Urokinase, tPA, Lys-Plasminogen oder Streptokinase vorgesehen ist.

3. Verwendung einer thrombolytisch wirkenden Substanz, welche Protein C nicht zu aktivieren vermag, in
Kombination mit Protein C zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Thrombosen und

zur Verhinderung der Reocclusion.

4. Verwendung von Protein C zur Herstellung eines Arzneimittels zur Verhinderung der Reocclusion im
Rahmen einer Thrombolysetherapie.

Hiezu 1 Blatt Zeichnungen
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