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Fibriinispesifinen vasta-aine k3ytettdvaksi veritulppia es-
tavand aineena - Fibrinspecifik antikropp for andvdndning

som antitrombotiskt &dmne

1. Keksinnén ala

Esilld oleva keksinto kohdistuu menetelmiin fibriinispesi-
fisen vasta-aineen kayttdmiseksi veritulpan muodostumisen
inhibointiin in vivo. Saadaan aikaan my8s farmaseuttisia

koostumuksia t&llaisissa menetelmissa kaytettavaksi.

2. Keksinndn tausta

2.1. Veritulpan muodostuminen sairaudesta tai kirurgiasta

Verihyytymét, tai veritulpat, muodostuvat paikkoihin, jois-
sa verisuonet ovat vaurioituneet. Patologisen verisuonitu-
koksen tai veritulppasairauden kliiniset ilmenemismuodot
ovat erittiin monenlaisia ja kasittiviat syvidlaskimotulpan
(DVT) ja valtimo- ja laskimotulpan. Muiden verisuonisai-
rauksien (esim. valtimonkovetushauraustauti) veritukkotulp-
pauma tai tulppakomplikaatiot voivat aiheuttaa pddvaltimoi-
den tukkeuman johtaen elimen iskemiaan ja siihen liittyviin
hengenvaarallisiin tiloihin, kuten aivoverisuonikohtaukseen

(halvaus), syddninfarktiin jne.

Lisdksi invasiiviset kirurgiset menetelmd@t mukaan lukien,
muttei niihin rajoittuen, verisuonen pallomuovaus ja elin-
siirto (sekd luonnollinen ettd keinotekoinen), voivat lau-
kaista veritulpan muodostumisen. Esimerkiksi verisuonen
pallomuovaus, menetelmd, jota kaytetaan tukkeutuneiden val-
timoiden avaamiseksi, voi itse asiassa vahingoittaa valti-
mosuonen seindd, jolloin uwusi veritulpan kerrostuminen voi
laukaista uudelleen tukkeutumisen. Erddssa raportissa tode-
taan, ettd ihon kautta tapahtuvasta aukon 13ipi tapahtuvasta
sepelvaltion muovauksesta on seurauksena 25-35 %:n tihey-
delld suonen uudelleentukkeutuminen. Gimple, L.W., et al.,
Circulation, 86: 1536-46 (1992). Katso myds Sarembock,
I.J. et al., Circulation, 80: 1029-40 (1989) ja Ip, J.H.
et al., JACC, 17: 77B-88B (1991). Itse asiassa erd&dssi ra-

portissa todetaan, ettd verisuonenmuovausmekanismi, johon
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liittyy useimmissa tapauksissa endoteelivaurio ja t&pléan
murtuma tai leikkaus, on hyvin samanlainen kuin se proses-
si, joka johtaa akuutteihin iskeemisiin oireisiin. Tenag-
lia, A.N., Ann. Rev. Med., 44:465-79, 466 (1993).

Koska systeemiselld hoidolla hyytymisenestoaineilla, kuten
hepariineilla ja kumariinilla, on osoittautunut olevan v&-
h8n tai ei ollenkaan vaikutusta estettdessd verisuonen muo-
vausleikkauksen jadlkeistd uudelleentukkeutumista (Ip, J.H.
et al., JACC, 17: 77B-88B (1991)) ja koska tdllaisten hyy-
tymisenestoaineilla hoitamisen uhkana on usein potilaiden

systeeminen verenvuoto (Physicians' Dssk Reference, 47.

painos. Medical Economics Data (1993)), olisivat uudet
paikkaspesifiset hoitomenetelmdt veritulpan muodostumisen

inhiboimiseksi tai hiiritsemiseksi kAyttokelpoisia seki
ennen muuta olemassa olevan verisuonisairauden ettid inva-

siivisten kirurgisten menetelmien tapauksessa.

2.2 Hemostaattinen jdrjestelmd

Hemostaattinen mekanismi, jolloin veritulppa muodostuu, on
monimutkainen fysiologinen reaktiomekanismi, joka osallis-
tuu vaurioituneen verisuonen vaurion korjaamiseen. Katso
Harker, L.A. ja Mann, K.G., "Thrombosis and Fibrinolysis",
Thrombosis in Cardiovascular Disorders, Fuster, V. ja Ver-
straete, M. (toim.), W.B. Saunders Co. (1992), s. 1-16.

Hemostaasi saavutetaan vaurioituneen verisuonen seinén,
verihiutaleiden ja hyytymisjarjestelmd@n valiselld yhteis-
vuorovaikutuksella. Katso, Furie B. ja Furie, B.C., Cell,
53: 505-18 (1988).

Hyytymisjdrjestelmdn tehtivdnd on aikaansaada liukenematon
fibriinimatriisi verihiutaletukoksen, joka on kokoontunut
vaurioituneen suonen subendoteelirakenteelle vauriokohdas-
sa, stabiloimiseksi ja ankkuroimiseksi. Hyytyminen on vah-
vennusprosessi, johon kuuluu entsymaattisten reaktioiden
ketju, Jjossa proentsyymit (hyytymistekij&dt) aktivoituvat
jaksoittain muodostaen aktiivisia entsyymeitd. Fibriinimat-

riisin muodostuminen verenkierrossa olevasta fibrinogeenis-
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td on tulosta entsymaattisten reaktioiden kaskadisekvens-
sistd, joka johtaa entsyymitrombiinin rijihdysmdiseen tuo-
tantoon tarvittavassa kohdassa, trombiinin aiheuttamaan
fibrinogeenin muuttumiseen fibriiniksi ja tekij&n XIITa ai-
heuttamaan fibriinin ristikytkeytymiseen, jolloin miaodostuu

veritulppa.

Reaktioiden sekvenssi voidaan esittdi yksinkertaisesti seu-
raavana kolmivaiheisena prosessina:
Trombiini

Vaihe 1 - Proteolyysi: Fibrinogeeni ->

Fibriinimonomeerit (DesAA, DessAABB)
+ FPA ja FPB

->
Vaihe 2 - Polymerisaatio: Fibriinimonomeerit <-

Liukenevat fibriinipolymeerit

(ei-ristikytkeytyneet ja ristikytkeytyneet)

Vaihe 3: - Hyytyminen: Liukenevat fibriinipolymeerit ->

Liukenematon fibriinihyytymd

Fibrinogeeni koostuu kolmesta parista ei-identtisi& poly-
peptidiketjuja: A-alfa, B-beeta ja gamma. Katso L. Stryer,

Biochemistry, 3. painos, W.H. Freeman and Company New York

(1988), s. 249. Alkuvaiheessa, jossa fibrinogeeni mauttuu
fibriiniksi ja joka on esitetty vaiheessa 1, trombiini
pilkkoo fibrinogeenin vapauttaen fibrinopeptidin A (FPA)
kahden fibrinogeeni A-alfa -ketjun aminoterminaalisista
pdistid. Jdljelle jddnyt fibrinogeenimolekyylin osa oa "fib-
riinimonomeeri", jota nimitetdin DesAA:ksi. Kuten my3s esi-
tetddn vaiheessa 1, trombiini pilkkoo myds samanaikaisesti
(mutta hitaammin) fibrinopeptidin B (FPB) kahden fibrino-
geeni BB -ketjun aminoterminaalisista pHistd. Tidmidn toisen
pilkkomistapahtuman j&lkeen Jj&dnyt fibrinogeenimolekyylin
osa on mySs fibriinimonomeeri, jota nimitet#in DesAABB:ksi.
FPA:n ja FPB:n vapautumisen tuloksena uudet aminoterminaa-
liset pdit tulevat esille fibriinimonomeerin alfa- ja bee-

taketjuihin. Katso W. Nieuwenhuizen, Blood Coagulation and
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Fibrinolysis, 4:93-96 (1993). Vaiheessa 2 fibriinimonomee-

rit alkavat muodostaa spontaanisti monomeerin vdlisia ei-
kovalenttisia sidoksia (ei-ristikytkeytyneitd) mnuodostaen
liukenevan polymeerin. Tekijd XIIIa vaikuttaa tihan poly-
meeriin lisdten entsymaattisesti kovalenttisia ristisidok-
sia fibriinimonomeeriyksikkojen vdliin. Ristikytkeytynyt
polymeeri voi j&ada liukenevaksi mutta jossakin kohdassa
polymerisaatio~ ja ristikytkyprosessien aikana fibriinipo-
lymeeristd tulee liukenematon, jolloin se muodostaa fibrii-

nihyytym3n, kuten vaiheessa 3 esitetdan.

Liukenevat fibriinipolymeerit ovat fibriinihyytyman vdlit-
témid prekursoreita. Nain ollen liukenevien fibriinipoly-
meerien plasmatasojen uskotaan olevan kohonneita henkilGis~
sd, joissa kehittyy tai on veritulppa. Naiden polymeerien,
erityisesti DesAABB-liukenevien fibriinipolymeerien, madardn
havaitsemisen ja mittaamisen verestid on havaittu olevan
kdayttdkelpoista alkavan veritulpan muodostuksen osoitukse-
na. Katso Nieuwenhuizen, s. 94, ja Marder et al., US-pa-

tentti 5 206 140. |

2.3 Hemostaattisen jdrjestelmaan suunnatut vasta-aineet

Sekd luontaisesti esiintyvilla ettd laboratoriossa herédte-
tyilld vasta-aineilla on ollut merkitysta karakterisoitaes-
sa hemostaattisen jdrjestelmdn komponentteja ja niiden toi-

mintojen selvittamisessd.

Marciniak E. ja Greenwood M.F., Blood, 53:81-92 (1979) ku-
vaavat tapausta, jossa 14 vuotta vanhan Downin syndroomaa
sairastavan potilaan veressd oli verenhyytymisen inhibiit-
tori, joka oli l3dsnd IgG-fraktiossa ja joka inhiboi fibri-
nopeptidin A entsymaattisen vapautumisen fibrinogeenistdE.
Hoots, W.K. et al., New Eng. J. Med., 304:857-61 (1981),

kuvaavat tapausta, jossa 13 vuotta vanha potilas, joka sai-
rastaa kroonista aggressiivista hepatiittia sekd hyytymis-
vajavuutta ja jossa vajavuus jdljitettiin vasta-aineiden
ldsndoloon potilaan veressd, joilla vasta-aineilla oli suu-

ri affiniteetti sekd fibrinogeeniin ettd fibriiniin ja jot-
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ka inhiboivat fibriinimonomeerien polymerisaation estden

siten fibriinigeelin muodostumisen.

Sola, B et al., Thromb. Res., 29:643-53 (1982), kuvaavat

sekd ihmisen fibrinogeenille ettd fibriinille spesifisid

monoklonaalisia vasta-aineita erittd@vin hybridoomasolun
perustamista. Elms, M.J. et al., Thromb. Haemostas,

50:591-94 (1983), kuvaavat hybridoomasolulinjan valmista-
mista, joka erittdd monokXlonaalisia vasta-aineita, jotka
tunnistavat antigeenisen determinantin D-dimeerissd, spesi-
fisen fragmentin, joka on tulosta ristikytkeytyneen fibrii-
nin hajoamisesta. Hui, K.Y. et al., Science, 222:1129-32
(1983) ja Scheefers-Borchel, U. et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 82:7091-95 (1985), kuvaavat synteettisten heksa-

peptidien, jotka edustavat vastaavasti ihmisen fibriinin

alfa- tai beeta-ketjun aminoterminaalia, kayttdd antigee-
neind monoklonaalisten vasta-aineiden valmistamiseksi, jot-
ka sitoutuvat fibriiniin jopa fibrinogeenin l&sndollessa.

Kudryk, B. et al., Mol. Immunol., 21:89-94 (1984), kuvaa-

vat fibrinogeenin N-DSK-osaan suunnattuja monoklonaalisia
vasta-aineita erittdvin hybridoomasolulinjan valmistamista.
Sobel, J.H. et al., Thromb. Haem., 60:153-59 (1988), kuvaa-

vat kahden erilaisen vasta-aineen kayttdd, jotka sitoutuvat
fibrinogeenin CNBr A-alfa -ketjufragmentteihin, l&hekkdin
toisiaan olevien fibriinimolekyylien vdlisten varhaisten
alfa-ristikytkentdtapahtumien tutkimiseen. Mirshahi, M. et
al., Fibrinogen, 4:49-64 (1990), kuvaavat hybridoomasolu-
linjan valmistamista, joka linja erittd3d fibrinogeeniin
suunnattuja monoklonaalisia vasta-aineita, jotka kykenevit
my&s inhiboimaan fibriinin polymeroitumista. Cierniewski,
C.S ja Budzynski, A.Z., Biochemistry, 31:4248-53 (1992),

kuvaavat puhdistettua ihmisen fibrinogeenid vastaan suun-
nattujen polyklonaalisten ja monoklonaalisten vasta-ainei-
den, jotka inhiboivat fibriinimonomeerien polymeroitumis-
madrdd ja hiiritsevidt trombiinin vaikutusta fibrinogeeniin,

kdyttdd ja valmistusta. Tymkewycz, P.M. et al., Blood Coag.

and Fibrinol., 4:211-21 (1993), kuvaavat viiden monoklonaa-

lisen vasta-aineen valmistusta, joilla on suuri fibriiniaf-

finiteetti ja jotka eiviAt reagoi fibrinogeenin kanssa. Gar-
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gan, P.E. et al., Fibrinolysis, 7:275-83 (1993), kuvaavat

hybridoomasolulinjan MH-1 perustamista, joka tuottaa mono-
klonaalisia vasta-aineita, jotka ovat spesifisid seka ris-
tikytkeytyneelle ettd ei-ristikytkeytyneelle fibriinipoly-
meerirakenteelle, mutta joissa ei ole havaittavaa immuno-
reaktiivisuutta fibrinogeeniin tai mihink&&n fibriinin tai
fibrinogeenin hajoamistuotteisiin., Lisdksi MH-1-vasta-aine
el reagoi DesAA- tai DesAABB-fibriinimonomeerin kanssa eika
mitdan reaktiivisuutta fibrinogeenin yksittiisten alfa-,

beeta- tai gamma-ketjujen kanssa havaittu.

Hemostaattisen jarjestelmd3n komponenteille spesifisten mo-
noklonaalisten vasta-aineiden k83yton lisdselostuksen osalta
katso Kudryk, B.J. et al., "Monoclonal Antibodies as Probes

for Fibrin(ogen) Proteolysis", Monoclonal Antibodies in

Immunoscintigraphy, Chatal J.F. (toim.), CRC Press, Boca
Raton, Fl. (1989), s. 365-398.

Hemostaattisiin komponentteihin suunnattuja modifioituja
vasta-aineita on kehitetty kliiniseen kdyttddn aineina ve-
ritulpan kuvantamiseksi in situ. Katso esimerkiksi Liau,
C-S ja Su, C-T, J. Form. Med. Assoc., 88:209-12 (1989),
Wasset, M.N.J.M. et al, Blood, 74:708-14 (1989), Walker,
K.Z. et al., Bur. J. Nucl. M=d., 16:787-94 (1990), Alavi,
A. et al., Radiology, 175:79-85 (1990), Wasser, M.N.J.M. et
al., Thromb. Res., Supp. X:91-104 (1980) ja Kanke, M. et
al., J. Nucl. Med., 32:1254-60 (1991).

Terapeuttiseen kdyttddn on kehitetty fibriinin vasta-ainei-
ta, jotka on konjugoitu trombolyyttisiin entsyymeihin. Kat-
so esim. Bode, C. et al., Science, 229:765-67 (1985). Tissi
raportissa trombolyyttisen aineen paikkaspesifiselld valit-
tdmiselld nayttd&8 olevan merkittdvdsti lisddntynyt aineen

teho liukenevissa hyytymissd.

Lisdksi on mydnnetty US-patentteja, jotka kohdistuvat fib-
rinogeenille, fibriinille tai niiden hajoamistuotteille
spesifisten monoklonaalisten vasta-aineiden valmistamiseen

ja/tai niiden kdyttdmenetelmiin. Katso US-patentit 4 722
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903, 4 758 524 jJa 4 916 070, joskaan luettelon ei ole tar-

koitettu olevan t8ydellinen.

2.4 Menetelmdt veritulpan muodostumisen estdmiseksi

Veritulpan vastainen hoito k#Hsittdd tyypillisesti yhden tai
useamman hyytymisenestoainszen, kuten hepariinin tai kuma-

riinin, antamisen. Physicians' Desk Reference, 47. painos.

Medical Economics Data (1993), Merck Manual of Diagnostics
and Therapy, 15. painos, Merck Sharpe & Dohme Research Labs
(1987). Nditd hyytymisenestoaineita kdytetdidn usein yrityk-
send estdd verisuonisairaudesta kdrsivien potilaiden uusiu-
tuva veritulppa ja yrityksend estdi akuutti veritulpan uu-

delleentulppautuminen verisuonimuovauksen jdlkeen.

Tdllaisten systeemisten hyytymistd estdvien aineiden kaytdn
piddasiallisena haittana on systeemisen verenvuodon riski.
Antavia l13&8kdreita varoitetaan, ettd verenvuotoa voi esiin-
tyd kaytanndllisesti katsoen missd kohdassa tahansa poti-

laissa, jotka saavat hepariinia. Physicians' Dask Referen-

ce, 47. painos, Medical Economics Data (1993), s.. 2568.

Lisf@ksi tdllaisten hyytymistd estdvien aineiden teho estet-
tdessa uudelleentukkeutumista verisuonimuovauksen jédlkeen
on osdittautunut olevan joko eroamaton plasebohoitojen te-
hosta tai ei-toistettavissa. (Ip, J.H., et al., JACC, 17:
77B-88B (1991)). Ndin ollen tdllaisten hyytymistd estdvien
aineiden kdytdén edun vastaisena on sekd verenvuoron vaara
ja niiden kyseenalainen teho estettidessid uudelleentukkeutu-

mista.

Lukuisia biologisia ja mekaanisia strategioita on kaytetty
yrityksend vdhentdd uudelleentulppautumiseen midrdd veri-
suonimuovauksen jdlkeen mutta missdidn terapiassa ei ole
esiintynyt pysyvid positiivisia tuloksia. Ndin ollen mie-
lenkiinto kohdistuu lis&3ntyvdsti "paikkaspesifiseen" tai
"suoraan" veritulppia estdvien aineiden valittdmiseen koh-
tiin, jossa verisuoni on vaurioitunut. Gimple, L.W. et al.,
Circulation, 86:1536-46 (1992).




10

15

20

25

30

35

8

Veritulppia estd@vien aineiden, joissa kaytetaan hemostaat-
tisen jdrjestelmdn sopiviin komponentteihin suunnattuja
vasta-aineita, vdlittaminen paikkaspesifisesti toimisi tal-
laisten aineiden sijoittamiseksi verisuonivauriokohtaan.
Tdman sijoittamisen yhtend etuna on se, ettd tarvitaan pie-
nempid annettuja annoksia. Toisena sijoittamis=n etuna oli-

si systeemisen verenvuodon riskin vdheneminen.

Useissa tapauksissa hemostaattisen jarjestelmin spesifisiin
komponentteihin suunnattujen vasta-aineiden on osoitettu
itsensd inhiboivan fibriinin polymeroitumista. Francis,
S.E. et al., Am. J. Hem., 18:111-19 (1985), kuvaavat tut-

kimuksia monoklonaalisella vasta-aineella, joka on gsneroi-

tu fibrinogeenid vastaan ja jolla on "lieva" hyytymistéd

estdvd aktiivisuus. Mirshahi, M. et al., Fibrinogen,

4:49-64 (1990), kuvaavat monoklonaalisia vasta-aineita
erittdvidn hybridoomasolulinjan saamista, jossa antigeeni
oli fragmentti D, fibrinogeenin plasmiinihajoamistuote.
Ndmd monoklonaaliset vasta-aineet reagoivat voimakkaasti
fibrinogeenin kanssa ja inhiboivat fibriinin polymeroitu-

mista. Cierniewski, C.S ja Budzynski A.Z., Biochemistry,

31:4248-53 (1992), kuvaavat kolmen erilaisen hybridooma-
solulinjan saamista, joissa antigeeni oli luontainen ihmi-
sen fibrinogeeni ja jotka erittivdt monoklonaalisia vasta-

aineita, jotka inhiboivat fibriinipolymerisaation m3iri3i.

Kaikilla kolmella raportilla on kuitenkin vahin tai ei ol-
lenkaan kdytt6d kehitettdessd paikkaspesifistd terapeuttis-
ta tai profylaktista veritulppia estdvdi ainetta. Tam3 joh-
tuu siitd, ettd kaikissa ndissd kolmessa tapauksessa vas-
ta-aineet ovat ristireaktiivisia joko fibrinogeenin tai
fibrinogeenin hajoamistuotteiden kanssa, jotka kaikki ovat
levinneet kaikkialle hemostaattiseen jarjestelmdadn. Mika
tahansa tdllainen vasta-aine potilaalle annettuna sitoutui-
si fibrinogeenin tai fibrinogeenin hajoamistuotteiden kans-
sa eikd olisi k3ytettdvissd fibriinin polymeroitumisen es-
tdmiseen tai veritulpan muodostumisen estimiseen verisuoni-

vaurion kohdassa.



10

15

20

25

30

35

9

Esilld oleva keksintd sallii tHysin erilaisen l&hestymis-
tavan ottamisen veritulpan muodostumisen irnhiboinnissa
kd8yttdmdlld monoklonaalisia vasta-aineita, jotka ovat fib-
riinispesifisid (so. joissa ei ole mitddn merkittdvad ris-
tireaktiivisuutta fibrinogeenin tai fibrinogeenistd tai
fibriinistd per3disin olevien hajoamistuotteiden kanssa).
Esill¥ oleva keksintd® saa aikaan menetelmdn, jossa kayte-
t3ddn mainittuja fibriinispesifisid monoklonaalisia vasta-
-aineita, jotka inhiboivat yll&ttden veritulpan muodostu-

mista verisuonivauriokohdassa.

3. Keksinndn yhteenveto

Esilld oleva keksintd saa aikaan menetelmdn veritulpan muo-
dostumisen inhiboimiseksi verisuonivauriokohdassa ihmises-

sd, joka on mainitun inhibition tarpeessa, antamalla fib-
riinispesifist3d monoklonaalista vasta-ainetta. Esilld oleva
keksint® saa lisdksi aikaan fibriinispesifisen monoklonaa-
lisen vasta-aineen fragmentteja tai johdannaisia, Jjotka
fragmentit ja johdannaiset sis&ltdvidt vasta-aineen sitoutu-
van domeenin. Esilld oleva keksintd saa lisdksi aikaan far-
maseuttisen koostumuksen, joka kdsittdd fibriinispesifistd
monoklonaalista vasta-ainetta tai sen fragmenttia tai joh-
dannaista ja farmaseuttisesti tehokasta kantoainetta, joka
md3rdnd on tehokas inhiboimaan veritulppien muodostumista
ihmisessd. Esilla oleva keksinto saa lisaksi aikaan farma-
seuttisia vdlinesarjoja, jotka kadsittavat yhtd tai useampaa

keksinndn mukaisen farmaseuttisen koostumuksen aineosaa.

4, Kuvioiden lyhyt selostus

Kuvio 1. monoklonaalisen vasta-aineen MH-1 sisdllytt@minen
fibrinogeeni/trombiinihyytymisreaktioseokseen inhiboi hyy-
tymisen nopeutta ja absoluuttista m#dr3di. "Fibrinogeeni" ja

"45J" ovat verrokkireaktioita.

Kuvio 2. Monoklonaalisen vasta-aineen MH-1 lisd3dntyvdn mda-
rdn sisdllyttdminen fibrinogeeni/trombiinihyytymisreaktio-
seokseen saa aikaan hyytymisen inhibition nousevan tason.

"Fibrinogeeni" on verrokkireaktio.
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5. Keksinndn yvksityiskohtainen kuvaus

5.1 Esilld olevan keksinnon hyddyllisyys

On yllattden havaittu, ettd fibriinispesifinen monoklonaa-
linen vasta-aine voi inhiboida fibriinin polymeroitumista
ja veritulppien muodostumista. Tdten fibriinispesifisia
monoklonaalisia vasta-aineita voidaan kayttaa ihmisen mink&
tahansa tilan est8miseen, joka on estettdvissd tai hoidet-
tavissa inhiboimalla fibriinin polymeroituminen tai veri-
tulppien muodostuminen. Fibriinispesifiset monoklonaaliset
vasta-aineet ovat kéyttdkelpoisia hoidettaessa ihmisii,
jotka sairastévat mitd tahansa verisuonisairautta, johon
liittyy patologisen verisuonitukoksen riski. Ei-rajoittavat

esimerkit tallaisista sairauksista kdsittavat syvalaskimo-
tukoksen (DVT), valtimo- ja laskimotulpan, halvauksen,

veritukkotulppauman, keuhkotulpan ja valtimonhaurauskove-

tustaudin veritulppakomplikaatiot.

Fibriinispesifiset monoklonaaliset vasta-aineet ovat mySs
kayttokelpoisia hoidettaessa ihmisid, joita valmistellaan
invasiivisiin kirurgisiin menettelyihin, jotka joutuvat
niihin tai jotka toipuvat niistd. Esilld olevassa keksin-
ndssd "invasiivinen kirurginen menettely" tarkoittaa mitd
tahansa kirurgista menettelyd, joka voi aiheuttaa vaurion
valtimo-~ tai laskimosuoneen, mikd voi johtaa tromboottisiin
komplikaatioihin. Ei-rajoittavat esimerkit t&llaisista me-
nettelyistd kdsittdvdt, mutteivdt rajoitu niihin, verisuo-
nen pallomuovauksen ja elinsiirron (sekd luonnollisen ettad

keinotekoisen).

Fibriinispesifisten monoklonaalisten vasta-aineiden lisdksi
voidaan tunnetuilla tekniikoilla generoida vasta-ainefrag-
mentteja, jotka sis&ltdvidt fibriinispesifisen vasta-aineen
idiotyypin (sitoutuva domeeni). Tdllaiset fragmentit k3sit-
tdvat esimerkiksi, mutteivdt rajoitu niihin, (1) F(a')o-
-fragmentit, joita voidaan valmistaa hajottamalla vasta-
ainemolekyyli pepsiinilld, (2) Fab'-fragmentit, jotka voi-
daan generoida pelkistdmdlld F(ab')y-fragmentin disulfidi-
sillat, ja (3) Fab-fragmentit, jotka voidaan generoida k&-

sittelemdlld vasta-ainemolekyyli papaiinilla ja pzlkistys-
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aineella. T&illaiset vasta-ainefragmentit kuuluvat esilli
olevan keksinn®n piiriin. Vasta-ainefragmenttien muiden
valmistus- ja k8yttOesimerkkien osalta katso Parham, P. et
al., J. Immunol. Meth., 53:133 (1982) ja Khaw, B-A et al.,
J. Nucl. Med., 34:2264-68 (1993).

Fibriinispesifisten monoklonaalisten vasta-aineiden ja vas-
ta-ainefragmenttien lisdksi voidaan tunnetuilla tekniikoil-
la generoida muita vasta-ainejohdannaisia, jotka sisdltdvat
fibriinispesifisen vasta-aineen idiotyypin (sitoutuva do-
meeni). Voidaan syntetoida esimerkiksi rekombinanttisia ja
synteettisid oligopeptidejd ja niiden analogeja, joissa on
sama inhiboiva vaikutus verituppisn muodostumiseen kuin
fibriinispesifiselld monoklonaalisella vasta-aineella tai
sen fragmenteilla. T&dllaiset johdannaiset kuuluvat esillia
olevan keksinn®n piiriin. Esimerkkien synteettisten oligo-
peptidien k8yt®6std monoklonaalisen vasta-aineen primaari-
sesti sitoutuvaan alueeseen perustuvien sekvenssien kanssa
osalta katso Knight, L. et al., J. Nucl. Med., 35:282-88
(1994).

Lis&ksi mikd tahansa funktionaalisesti ekvivalenttinen fib-
riinispesifinen monoklonaalinen vasta-aine, sen fragmentti
tai johdannainen kuuluu esilld olevan keksinndn piiriin.
Termilld "funktionaalinen ekvivalentti" tarkoitetaan mitd
tahansa fibriinispesifistd monoklonaalista vasta-ainetta
tai sen fragmenttia tai johdannaista, joka kykenee inhiboi-
maan riittdvdnd mddrdnd veritulpan muodostumista tdllaisen
hoidon tarpeessa olevassa ihmisessd sitoutumalla samaan

epitooppiin kuin mihin MH-1-vasta-aine sitoutuu.

5.2 Monoklonaalisen vasta-aineen MH-1 valmistus ja karak-

terisointi

Monet aiemmista yrityksistd, jotka on tehty fibriinispesi-
fisten vasta-aineiden herdttdmiseksi, jotka ovat konsen-
troitunzet immunisoiviin el8imiin liukenevien fibriinifrag-
menttien kanssa, ja synteettisiin peptideihin, jotka mimi-
koivat paljastuneita neocantigeenisid@ kohtia fibriinissd&.
Katso Hui, K.Y. et al., Science, 222:1129-32 (1983),
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Scheefers-Borchel, U. et al., Proc. Natl. Acad. S<i. USA,
82:7091-95 (1985), Elms, M.J. et al., Thromb. Haemostas,
50:591-94 (1983) ja Kudryk, B et al., Mol. Immunol.,
21:89-94 (1984). Uskotaan kuitenkin, ettd t&dllaisten vas-

ta-aineiden sitoutumiskohta s&ilyy fibriinin hajoamispro-
sessin aikana ja siten tdllaiset vasta-aineet voivat sitou-

tua my8s fibriinin hajoamistuotteisiin.

US-patentti 5 120 834 (tdmidn jilkeen "'834-patentti"), Gar-
gan et al., mySnnetty 9.6.1992, joka sisdllytetddn tdhin
viitteeksi, kohdistuu yleisesti menetelmdin monoklonaalis-
ten vasta-aineiden valmistamiseksi taudinsiemenett®mista

elaimistd immunisoimalla mainitut taudinsiemenettSmit eldi-
met valitulla antigeenilld. Uskotaan, ettd taudinsiemenet-

tdmdn jE&rjestelmdn etuna kdytettiessd sitd monoklonaalisten
vasta-aineiden valmistamiseen on se, ettd tdllaisessa jadr-
Jestelméissd esiintyy suuresti parantunut immuunivaste anti-
geeniin, mikd l1isd8 A-lymfosyytin sijoittamisen todennik®i-
syyttd, joka tuottaa vasta-aineen, joka kykenee sitoutumaan
antigeenin spesifiseen epitooppiin. Tdllaisen jdrjestelmin
on madritetty olevan erityisen kidytt®kelpoinen generoitaes-
sa fibriinille spesifistd vasta-ainetta, jossa on vdhin tai
ei ollenkaan ristireaktiivisuutta fibrinogeenin kanssa.
Tdllaisen diskriminoivan vasta-aineen her&tt&minen on ollut
ongelmallista, koska fibriinin ja fibrinogeenin rakenteel-
listen ja ulkomuodollisten yht&dl&isyyksien on arvioitu ole-

van yli 98 % (Plow, E.F., et al., Semin. Throb. Haemostas,

8:36 (1982). Tuloksena vain pieni epitooppiprosentti fib-
riinimolekyylissd on itseasiassa neoantigeenejd (so. yhtd-

l3isid fibriinin kanssa).

'834-patentti kohdistuu hybridoomasolulinjaan ATCC nro HB
9739, joka erittdd monoklonaalista vasta-ainetta MH-1. Mo-
noklonaalinen vasta-aine MH-1 on ristikytkeytyneille ja
ei-ristikytkeytyneille fibriinipolymeereille spesifinen
mutta se ei ristireagoi fibrinogeenin tai fibrinogeenin tai
fibriinin plasmiinista johdettujen hajoamistuotteiden kans-

Sa.
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MH-1 puhdistetaan '834-patentissa selostettujen menetelmien
mukaisesti. MH-1 sitoutuu spesifisesti fibriiniin eikd se
ristireagoi fibrinogeenin kanssa kilpailutesteissd. MH-1
ei ristireagoi minkd&n plasmiinista generoituneneen fibri-
nogeenihajoamistuotteen kanssa eiki minkdan plasmiinista
johdetun ristikytkeytyneen fibriinihajoamistuotteen kanssa.
Tdmidn tuloksena voidaan tehdd johtopdatds, ettd (1) MH-1
tunnistaa intaktin fibriinimolekyylin epitoopin, jota ei
ole 1l&snd tai paljastuneena prekursorimolekyylin, fibrino-
geenin, pinnalla, ja (2) epitoopin tuhoaa ilmeisesti ris-

tikytkeytyneen fibriinin plasmiinihajotus.

MH-1 on lisdksi karakterisoitu Scathard-analyysilla (Fran-
kel, et al., Mol. Immunol., 16: 101-6 (1979)) kdyttamallad

1251 merkittyd vasta-ainetta MH-1 MH-1:n fibriiniaffinitee-

tin mddrittdmiseksi. Dissosiaatiovakiolle saatu arvo Kp oli
6,7 x 10-10 M, joka affiniteetti on noin 5000 kertaa fib-

riinin kudosplasminogeeniaktivaattorille saatu.

Western-immunoblottausanalyysi osoitti, ettd MH-1 ei ris-
tireagoi fibrinogeenin A-alfa-, BBR- tai gamma-ketjujen
kanssa. Sama menetelmd osoitti, ettd MH-1 el ristireagoi
fibrinogeenin trombiinilla kdsiteltyjen A-alfa- tai BB-ket-
jujen kanssa. Lisdksi ELISA-analyysi osoitti, ettd MH-1
reagoi sekd ristikytkeytyneen fibriinin etti ei-ristikyt-
keytyneen fibriinin kanssa affiniteetin ristikytkeytynee-

seen fibriiniin ollessa yli kaksi.

5.3 Antomenetelmdt

Esilld olevan keksinndn mukaisesti fibriinispesifiset vas-
ta-aineet tai niiden fragmentit tai johdannaiset annetaan
hoidon tarpeessa olevalle ihmiselle veritulpan muodostumi-
sen inhiboimiseksi. Vasta-aineet tai niiden fragmentit tai
johdannaiset annetaan ihmiselle muodossa, jota ei ole kon-
jugoitu mihink3d&n radiocaktiiviseen merkkiaineeseen, trom-
bolyyttiseen tai muuhun aineeseen tai mihink&an muuhun mo-
lekyyliin tai sen osaan. Kuitenkin keksinnén mukaiset mene-
telmdt voidaan myds suorittaa k&dyttden vasta-aineita tai

johdannaisia, jotka on konjugoitu radioaktiivisiin merkki-
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aineisiin, trombolyyttisiin tai muihin aineisiin tai mihin
tahansa molekyyliin tai sen osaan, ja niiden on tarkoitettu

kuuluvan esilld olevan keksinndn piiriin.

Termi "kantoaine" tarkoittaa laimenninta, tdyteainetta tai
kuljetusainetta, jonka kanssa fibriinispesifinen monoklo-
naalinen vasta-aine tai sen fragmentti tai johdannainen

annetaan.

Termi "farmaseuttisesti hyvdksyttidva kantoaine" tarkoittaa,
ettd kantoaine on liittovaltion tai osavaltion hallituksen
tarkastusviraston hyvdksyma tai mainittu U.S. Pharmacopei-
assa tai muussa yleisesti tunnustetussa farmakopeiassa kay-
tettdviksi eldimissd ja erityisesti ihmisissa.

Termi "veritulppia estdvi koostumus" tarkoittaa esilla ole-
vassa keksinndOssd kidytettynid koostumusta, joka kdsittdd
fibriinispesifistd monoklonaalista vasta-ainetta tai sen
fragmenttia tai sen johdannaista ja farmaseuttisesti hyvéak-
syttdvdd kantoainetta ja joka riittdvdnad m8drdnid voi inhi-
boida veritulppien muodostumista mainittua inhibitiota tar-

vitsevassa ihmisessd,

Termin "tehokas annos” on tarkoitettu tarkoittavan esilli
olevassa keksinnSssi sitd m3drd3d monoklonaalista vasta-ai-
netta tai sen fragmenttia tai johdannaista, joka on riit-
tdvan suuri inhiboimaan veritulpan muodostumista tdllaisen
hoidon tarpeessa olevassa ihmisessd. Annoksen ei tulisi
olla niin suuri, ettd se ei aiheuta haitallisia sivuvaiku-
tuksia, kuten ei-toivottuja ristireaktioita tai anafylak-
tisia reaktioita ja niiden kaltaisia. Yleensd annos vaih-
telee potilaan i&n, kunnon, sukupuolen ja sairauden laajuu-
den mukaan, jos vastaindikaatioita esiintyy, immuunitole-
ranssi ja muut tdllaiset muuttujat on kunkin 1&3k3drin mii-
ritettdvad. Vaikka annokset vaihtelevat olosuhteiden yksi-
16011isistd sarjoista riippuen, useimmissa verisuonisairaus-
tapauksissa ja useimmissa kirurgisissa tiloissa annos m3da-
ritetddn hoidon tarpeessa olevan ihmisen painosta, ja se

on alueella noin 1 ug/kg ruumiinpainoa - noin 50 pg/kg ruu-
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miinpainoa ja edullisesti se on alueella noin 5 pg/kg ruu-

miinpainoa - noin 10 pg/kg ruumiinpainoa.

5.4 Antomenetelmit

Fibriinispesifiset monoklonaaliset vasta-aineet tai niiden

fragmentit tai johdannaiset voidaan antaa ihmiselle milld
tahansa sopivalla tavalla mukaan lukien parenteraalisesti
yhtend bolus-injektiona, jatkuvana infuusiona tai n&iden
kahden menetelmdn yhdistelmdnd. Antaminen voi myds olla
suora infuusio katetrilla, kuten sepelvaltimon sisdisend,

jos se on aiheellista.

Parenteraaliseen antamiseen tarkoitetut valmisteet k#sit-
tdvat esimerkiksi lyofilisoitujen fibriinispesifisten mono-
klonaalisten vasta-aineiden tai niiden fragmenttien tai
johdannaisten rekonstituoinnin steriiliin endotoksiinitto-
maan fysikaaliseen suolaliuokseen tai yleisemmin ne voivat
kasittad fibriinispesifisten monoklonaalisten vasta-ainei-
den tai niiden fragmenttien tai johdannaisten rekonstitu-
oinnin tai dispergoinnin steriileiksi vesipitoisiksi tai
vedettBmiksi liuoksiksi, suspensioiksi ja emulsioiksi. Esi-
merkkejd vedettOmistd liuottimista ovat propyleeniglykoli,
polyetyleeniglykoli, kasvidljy, kuten oliividljy, ja injek-
toitavat orgaaniset esterit, kutennn etyyliocleaatti. Vesi-
pitoiset kantoaineet kdsittdvdt veden, alkoholi/vesipitoi-
set liuokset, emulsiot tai suspensiot mukaan lukien suola-
liuos ja puskuroidut vdliaineet. Parenteraaliset valitys-
aineet kdsittdv8t natriumkloridiliuoksen, Ringerin dekst-
roosin, dekstroosin ja natriumkloridin, laktatoidun Ringe-
rin tai kiintedt 61jyt. Suonensisiiset vdlitysaineet kdsit-
tdvit neste- ja ravintoainetdydennykset, kuten ne, jotka
perustuvat Ringerin dekstroosiin, ja niiden kaltaiset. Sdi-
16ntdaineita tai muita lisdaineita voi olla myds l&snd,
kuten esimerkiksi mikrobeja tappavia aineita, hapettumisen-
estoaineita, kelatointiaineita ja inerttejd kaasuja ja nii-
den kaltaisia. On edullista, ettd esilld olevan keksinnén
mukaiset farmaseuttiset koostumukset ovat steriilissi muo-
dossa siten, ettd ne tdyttdvdt United States Food and Drug

Administrationin asettamat steriiliysstandardit.
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Esilld oleva keksintd saa lisdksi aikaan farmaseuttisia
vdlinesarjoja, jotka kdsittavdt yhtd tai useampaa keksinndn
mukaisen farmaseuttisen koostumuksen aineosaa varastoituna
samaan s3i1id6n tai erillisiin s&ilidihin. Tdllaiseen s&di-
1i86n tai tdllaisiin sdilidihin voi liittya optionaalisesti
huomautus muodossa, jonka on madardnnnyt valtion valmistusta
si3itavd virasto farmaseuttisten tai biologisten tuotteiden
kdytdstd tai myynnistd, joka huomautus ilmaisee viraston
hyv8ksynnidn valmistukseen, kdyttéon tai myytdvaksi ihmisil-
le annettavaksi. Vain lyofilisoitua vasta-ainetta tai sen
fragmentteja tai johdannaisia sisdltdviin vdlinesarjoihin
voidaan liittd3i optionaalisesti ohjeet, mitk&d kantoaineet

ovat sopivia hoidon tarpeessa olevalle ihmiselle.

Hoidon laajuus, kesto, ajoitus ja menetelmd vaihtelee hoi-
don tarpeessa olevan ihmisen idn, painon, tilan ja sukupuo-
len mukaan sekd sairauden, johon hoitoa tarvitaan, tyypin
ja laajuuden mukaan, jotka sddtdd antava laakdri kunkin
olosuhteen mukaan. Hoito voidaan antaa joko vdlittomisti
ennen mitd tahansa kirurgista menettelyd tai sen aikana tai
jdlkeen tai sekd@ ennen ettd jidlkeen menettelyn tai sekd
menettelyn aikana ettd sen jdlkeen tai menettelyid ennen,
sen aikana ja sen jdlkeen riippuen tapauksen spesifisistd

olosuhteista.

Esimerkiksi kirurgisen menettelyn, kuten verisuonten pal-
lomuovauksen, tapauksessa on usein tapauksena, ettd ihmis-
potilaassa on jo ldsnid suuri m83rd laajalle levinneiti ve-
rihyytymid. Tédssd tilanteessa on edullista antaa veritulp-
pia estd@vdid koostumusta vdlittdmidsti sen jdlkeen kun veri-
suonimuovausmenettely on suoritettu, edullisesti kdyttidmdl-
18 verisuonimuovauskatetria, kun se on vield paikallaan
huuhtomalla verisuonen vaurioitunut osa suoraan veritulppia
estdvdlld koostumuksella kohdistaen hoito siten tdhdn yh-
teen kohtaan. Tdmd estdi veritulppia estdvdn koostumuksen
kaden, joka voisi seurata esimerkiksi vasta-aineen sitoutu-
misesta veritulppiin, jotka eivat ole asiaankuuluvissa koh-

dissa.
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Tilanteissa, joihin liittyy invasiivisia kirurgisia menet-
telyitd potilaille, joilla ei ole patologisen veritulppau-
tumisen historiaa, on yleensd edullista antaa veritulppia
estdvaida koostumusta joko valittomi3sti ennen menettelyd tai
sen aikana, koska on pienempi riski, ettd veritulppia estd-
vd koostumus katoaa sitoutumalla asiaankuulumattomiin koh-

tiin.

Lisdksi useimmissa tilanteissa, jotka liittyvdt invasiivi-
siin kirurgisiin menettelyihin, ajalla, jona vaara on 1li-
sadntynyt, ettd muodostuu hyytymid, on taipumus olla v&lit-
tOmdsti sen jilkeen kun menettely on suoritettu. Tdman tu-
loksena vain rajoitettu m33rd hoitoja tai jopa yksi riit-
tdvdn pituinen hoito voi olla riittdvd inhiboimaan tehok-
kaasti veritulpan muodostuminen v@hentden siten oleellises-
ti riskid kirurgian aiheuttamasta hyytymisestd siihen liit-

tyvinen uhkineen potilaalle.

Kroonisen tromboottisen sairauden tapauksessa veritulppia
estdvien hoitojen ajoitus, kesto ja lukumddrd riippuu suu-
resti potilaan tilan diagnoosia edeltdvidstd ja sen jdlkei-
sestd hoidosta sekd vasteesta alustavaan veritulppia estd-
vadn hoitoon, jotka antavan ld33kdrin on mddritettivd,

tarkkailtava ja arvioitava.

5.5 Hoidon tehon m8irittaminen

Veritulppia estavdn hoidon monocklonaalisella vasta-aineella
MH-1 tai sen fragmentilla tai johdannaisella teho voidaan
m3drittdd standardimenetelmilld. Esimerkit t&dllaisista
menztelmistd kdsittdvdt, mutteivdt rajoitu niihin, (1)
verisuonten tarkkailun kuvantamalla valtimon tai laskimon
vdrivirtaus, Jjossa estyneen vdrivirtauksen esiintyminen
osoittaa lisdhoidon tarpeen, (2) kdyttdmidl1l3d skintigrafiaa,
jossa kl8ytetd3n veritulpalle spesifistd vasta-ainetta, joka
on konjugoitu radioaktiiviseen merkkiaineeseen, jolloin
veritulpan kokoa ja sijaintia voidaan tarkkailla merkkien
saamiseksi, ettd lisdhoitoa tarvitaan, (3) tarkkailemalla
kliinisten oireiden esiintymistd ja astetta, jolloin oirei-

den mddrdn tai vakavuuden lisdys voi osoittaa lisdhoidon
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tarpeen, ja (4) mittaamalla fibrinogeenin tasot potilaan
verestd, koska fibrinogeeni- ja fibriinitasojen vdlilld on
kdanteissuhde, jolloin fibrinogeenitason lasku voi osoittaa
mahdollisen fibriinitason ja fibriinipolymeroitumisen vas-

taavan nousun, joka csoittaa lisdhoidon tarpeen.

Kun esilli olevaa keksintod on nyt kuvattu yksityiskohtai-
sesti, se tulee helpommin ymmdrrettavaksi viittaamalla spe-
sifiseen esimerkkiin, joka on sisdllytetty tdh&n pelkastadn
kuvauksena ja jonka ei ole tarkoitettu olevan keksintdi

rajoittava.

5.6 Esimerkki: Hyytymisen in vitro -inhibointi

Suoritettiin sarja in vitro -kokeita MH-1:n vaikutuksen
hyytymiseen mddrittdmiseksi. Puhdistettua ihmisen fibrino-
geenid (Kabi, Chromogenix Co, Ohio) liuotettiin 150 mM:iin
fosfaatilla puskuroitua suolaliuosta fysiologisessa pH:ssa
1 mg/ml:n konsentraatiossa ja suunnilleen 100 pl sijoitet-
tiin mikrotiitterilevyn (Costar) jokaiseen koloon. Jokai-
seen koloon lisdttiin suunnilleen 50 yl naudan trombiinia
lopullisessa konsentraatiossa 0,5 NIH-yksikkdd/ml reaktio-
seoksen muodostamiseksi. Reaktioseokseen lisdttiin aikana
nolla suunnilleen 50 wul jompaakumpaa: (1) monoklonaalista
vasta-ainetta MH-1 lopullisen konsentraation 100 pg/ml saa-
miseksi, (2) monoklonaalista vasta-ainetta 45J, joka ris-
tireagoi fibriinin ja fibrinogeenin kanssa ja jota erittad
hybridoomasolulinja ATCC nro HB 9740 ja joka tehtiin kon-
ventionaalisilla tekniikoilla k&yttden konventionaalista
Balb/c-hiirtd, jolloin hiiri immunisoitiin fibriinilli lo-
pullisen vasta-ainekonsentraation 200 wg/ml saamiseksi, tai
(3) fysiologista suolaliuosta. Reaktion annettiin edistyd
60 min 37 °C:ssa. Hyytyminen mitattiin spektrofotometrises-
ti 340 nm:ssd joka toinen minuutti. Absorbanssin lisdys
osditti, ettd hyytyminen edistyi. Hyytymisprosessin p8atty-
minen oli havaittavissa kdyran absorbanssi versus aika ta-

santeena.

Kuvio 1 osoittaa, ettd MH-1-hoito inhiboi hyytymisen mai-

rdd, mikd ilmenee MH-1:114 ki3sitellyn reaktioseoksen absor-
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banssi/aikakiyrdn alempana alkujyrkkyytend verrattuna joko
45J-verrokkireaktioseokseen tai suolaliuosverrokkireaktio-
seokseen (Fibrinogen). Lisdksi MH-1 vahensi hyytymisen ab-
soluuttista madraia, mikda ilmeni mitattuna kdyrdtasanteen
alemmalla tasolla verrattuna verrokkireaktioihin. 45J-vas-
ta-ainetta sisdltdvalld verrokkireaktioseoksella (kaksi
kertaa MH-1:n konsentraatio) ei ollut mitdan hyytymisen
inhibitiota verrattuna suolaliuosverrokkireaktioon. Timi
tieto tukee oletusta, ettd monoklonaalinen vasta-aine MH-1

kykenee inhiboimaan veritulpan muodostumista.

Toisessa kokeessa testattiin useiden erilaisten MH-1-kon-
sentraatioiden vaikutus hyytymisaikaan verrattuna fibrino-
geeniverrokkireaktioon. Kuviossa 2 esitetdidn hyytymisreak-
tioprofiilit (absorbanssi/aika), jotka osoittavat hyytymis-
reaktion lisddntyvid& inhibitiota MH-1-konsentraation 1li-
s#dntyessd reaktioseoksessa. (1:1000 - 1 pg/ml, 1:100 = 10
pg/ml, 1:50 = 20 pg/ml, 1:20 = 50 pg/ml, 1:10 = 100 pg/ml,

Fibrinogeeni = verrokki).

5.7 Hybridooman tallentaminen

Hybridoomasolulinjat MH-1 ja 45J talletettiin American Type
Culture Collectioniin (ATCC) 9.6.1988 ja niille annettiin
talletusmunerot HB 9739 ja vastaavasti HB 9740. ATCC si-
jaitsee osoitteessa 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD
20852. MH-1-vasta-aine on IgGj-vasta-aine, jossa on kappa-
-kevytketju, ja on havaittu, ettd MH-1-vasta-aine ristirea-

goi sekd ihmisen fibriinin ettd kanin fibriinin kanssa.

Esilld olevan keksinndn ei ole tarkoitettu rajoittuvan tal-
letun hybridoomasolulinjan ATCC nro HB 9739 tai monoklonaa-
lisen vasta-aineen MH-1 piiriin vaan se on tarkoitettu yk-
sinkertaiseksi kuvaukseksi fibriinispesifisestd@ monoklonaa-
lisesta vasta-aineesta, joka inhiboi veritulpan muodostu-
mista. Mikd tahansa funktionaalisesti ekvivalenttinen fib-
riinispesifinen monoklonaalinen vasta-aine tai sen frag-
mentti tai johdannainen kuuluu esilld olevan keksinnén pii-
riin. Termilld "funktionaalinen ekvivalentti" tarkoitetaan,

ettd monoklonaalinen vasta-aine tai sen fragmentti tai joh-
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dannainen kyvkenee inhiboimaan veritulpan muodostumista si-
toutumalla samaan epitooppiin, johon MH-1-vasta-aine sitou-

tuu.

Esilld oleva keksintd voidaan toteuttaa muissa spesifisissa
muodoissa poikkeamatta sen hengestd tai oleellisista tun-
nusmerkeistd ja ndin ollen on viitattava oheisiin patentti-
vaatimuksiin eika edelld olevaan selitykseen osoitettaessa

keksinndn piiri.

Kaikki edelld mainitut julkaisut ja patentit sisdllytetdan

tahdn viitteeksi.
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International Application No: PCT/

MICROORGANISMS

Optional Sheat in connection with the microorganism referred to on page 21, lines 20-35 of the description

A. IDENTIFICATION OF DEPOSIT*

Further deposits are identified on an additional sheet *

Name of depositary insdtution *
American Type Culture Collection

Address of depositary institution {including postai code and country) *

12301 Parkiawn Drive
Rockville, MD 20852
Us

Date of deposit * June 9, 1988 Accession Number ' HB 9738

8. ADDITIONAL INDICATIONS * ficave biank if nox applicable). Thia information is continued on 2 sep hed sheet

C. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE * & e micuss o an o trupasnt Sy

D. SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS ° (leave blank if nx spplicable)

The indicstions listed beiow will bs submitted to the internatonal Buresu iater * (Specify the genersl nature of the indications ¢.9..
“Accession Number of Deposit”)

E. Eﬁ‘hu sheet was received with the International application when filed (to be checked by the receiving Office)

O The date of receipt (from the applicant) by the Intemational Bureau *

was

(Authorized Qfficer)

Form PCT/RO/T34 (January 1981)




international Application No: PCT/

Form PCT/RO/134 {cont.)
American Type Culture Collection
12301 Parkiawn Drive

Rockville, MD 20852
us

Accession No.
HB 8740
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Date of Deposit
June 9, 1988
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd veritulpan muodostumisen inhiboimiseksi ih-
misessd, tunnettu siitd, ettd se kasittad tehok-
kaan annoksen fibriinispesifistd monoklonaalista vasta-ai-
netta antamisen mainitun inhibition tarpeessa olevalle ih-

miselle.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd fibriinispesifinen monoklonaalinen

vasta-aine on MH-1.

3. Menetelmd veritulpan muodostumisen inhiboimiseksi ih-
misessd, tunnettu siitd, ettd se kasittad tehok-
kaan annoksen fibriinispesifisen monoklonaalisen vasta-ai-

neen fragmenttia tai johdannaista antamisen mainitun inhi-
bition tarpeessa olevalle ihmiselle, joka fragmentti tai
johdannainen sisdltda mainitun vasta-aineen sitoutuvan do-

meenin.

4, Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd fibriinispesifinen monoklonaalinen

vasta-aine on MH-1.

5. Menetelmd ihmisen hoitamiseksi kirurgian jalkeisten
tromboottisten komplikaatioiden riskin vdhentdmiseksi,
tunnettu siitd, ettd se kdsittdd tehokkaan annoksen
fibriinispesifistd monoklonaalista vasta-ainetta antamisen

tdllaisen hoidon tarpeessa olevalle ihmiselle.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd fibriinispesifinen monoklonaalinen

vasta-aine on MH-1.
7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettd mainitut kirurgian jdlkeiset kompli-

kaatiot aiheutuvat verisuonimuovauksesta.

8. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t u n-
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nettu siitd, ettd mainitut kirurgian jalkeiset kompli-

kaatiot aiheutuvat elinsiirrosta.

9. Menetelmd@ ihmisen hoitamiseksi kirurgian j&dlkeisten
tromboottisten komplikaatioiden riskin v&hentamiseksi,
tunnettu siitd, ettid se kasittdid tehokkaan annoksen
fibriinispesifisen monoklonaalisen vasta-aineen fragmenttia
tai johdannaista antamisen tdllaisen hoidon tarpeessa ole-
valle ihmiselle, joka fragmentti tai johdannainen sisdltaa

mainitun vasta-aineen sitoutuvan alueen.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd fibriinispesifinen monoklonaalinen
vasta-aine on MH-1.

11. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettd mainitut kirurgian jédlkeiset kompli-

kaatiot aiheutuvat verisuonimuovauksesta.

12. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd mainitut kirurgian jédlkeiset kompli-

kaatiot aiheutuvat elinsiirrosta.

13. Menetelmd ihmisen tromboottisen verisuonitaudin hoita-
miseksi, tunnettu siitd, ettd se kisittdia tehok-
kaan annoksen fibriinispesifistd monoklonaalista vasta-ai-
netta antamisen mainitun hoidon tarpeessa olevalle ihmisel-

le.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelm3, t un-
nettu siitd, ettd fibriinispesifinen monoklonaalinen

vasta-aine on MH-1.
15, Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu tromboottinen verisuonitau-

ti on halvaus.

16, Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd, t u n-
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nettu siitd, ettd mainittu tromboottinen verisuonitau-

ti on keuhkotulppa.

17. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu tromboottinen verisuonitau-

ti on syva@laskimotukos.

18. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelm8, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu tromboottinen verisuonitau-

ti on valtimo- tai laskimotukos.

19. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu tromboottinen verisuonitau-
ti on valtimonhaurauskovetustauti.

20. Menetelmd ihmisen tromboottisen verisuonitaudin hoita-
miseksi, tunnettu siitd, ettd se kdsittdd tehok-
kaan annoksen fibriinispesifisen monoklonaalisen vasta-ai-
neen fragmenttia tai johdannaista antamisen mainitun hoidon
tarpeessa olevalle ihmiselle, joka fragmentti tai johdan-

nainen sisaltdd mainitun vasta-aineen sitoutuvan domeenin.

21. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd fibriinispesifinen molekyylimonoklo-

naalinen vasta-aine on MH-1.

22. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd tromboottinen verisuonitauti on hal-

vaus.

23. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd tromboottinen verisuonitauti on

keuhkotulppa.

24, Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettd tromboottinen verisuonitauti on sy-

vdlaskimotukos.
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25. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd tromboottinen verisuonitauti on val-

timo- tai laskimotukos.

26. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmd&, t u n-
nettu siitd, ettd tromboottinen verisuonitauti on val-

timonhaurauskovetustauti.

27. Farmaseuttinen koostumus, tunnettu siits,
ettd se kdsittdd konjugoimatonta fibriinispesifistd mono-
klonaalista vasta-ainetta ja farmaseuttisesti hyvaksyttdvaa
kantoainetta, jolloin mainittu koostumus on steriilissd

muodossa.

28. Patenttivaatimuksen 27 mukainen koostumus, t u n-
nettu siitd, ettd fibriinispesifinen monoklonaalinen

vasta-aine on MH-1.

29. Farmaseuttinen koostumus, t un n e t t u siitd, etti
ettd se kdsittdd fibriinispesifisen monoklonaalisen vasta-
-aineen konjugoimatonta fragmenttia tai johdannaista, joka
fragmentti tai johdannainen sisdlt33 mainitun vasta-aineen
sitoutuvan domeenin, ja farmaseuttisesti hyvdaksyttdvdd kan-
toainetta, jolloin mainittu koostumus on steriilissd muo-

dossa.

30. Patenttivaatimuksen 29 mukainen koostumus, t u n-
nettu siitd, ettd fibriinispesifinen monoklonaalinen

vasta-aine on MH-1.

31, Vdlinesarja veritulpan muodostumisen inhiboinnin tar-
peessa olevan ihmisen hoitamiseksi, t unnet tu sii-
td, ettd mainittu vilinesarja kisittii konjugoimatonta fib-
riinispesifistd monoklonaalista vasta-ainetta tai sen frag-
menttia tai johdannaista, joka sisdltd3 mainitun vasta-ai-

neen sitoutuvan domeenin, joka on steriilissd muodossa.

32. Patenttivaatimuksen 31 mukainen vdlinesarja, t u n-
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nettu siitd, ettd fibriinispesifinen monoklonaalinen

vasta-aine on MH-1.

33. Patenttivaatimuksen 31 mukainen vdlinesarja, t u n-
nettu siitd, ettd se kasittda lisdksi farmaseuttisesti

hyvdksyttavad kantoainetta, joka on steriilissd muodossa.

34, Patenttivaatimuksen 33 mukainen vdlinesarja, t u n-
nettu siitd, ettd fibriinispesifinen monoklonaalinen

vasta-aine on MH-1.
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