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KIVONAT

A talalmany targya eljaras hatéanyagként nativ humén
C-proteint tartalmazd gyogyaszati készitmény eléalli-
tasdra, amelyre jellemz8, hogy az ismert médon eld-
allitott hatdanyagot gyogyaszati készitmények eld-
allitasa soran szokasosan alkalmazott segédanyagok-

A leirds terjedelme 10 oldal (ezen beliil 6 lap abra)

kal egyiitt trombocita, trombocitamikrorészecskék és
az alvadasi folyamatban szerepet jatszo fehérvérsejtek
lerakodéasanak és/vagy kicsapoddsdnak megel6zésére
és kezelésére alkalmazhato gydgyaszati készitménnyé
alakitjak.
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A taldlmany térgya eljaras nativ huméan C-proteint tar-
talmaz6 trombocitaaggregaciot gatld gyogyaszati ké-
szitmény eldallitdsara, amely elsGsorban trombociték le-
rakodasanak és/vagy kicsapodasanak megel6zésére €s
kezelésére alkalmazhato.

A human C-protein (tovabbiakban h-C-protein) egy
K-vitamin-fligg6 protein, ami a majban szintetizalodik
és inaktiv zimogénként 4 ml/l koncentricidban vesz
részt a keringésben. A trombin-trombomodulin komp-
lex segitségével alakul at aktiv szerinproteazza (akti-
valt h-C-protein, a tovabbiakban aktiv h-C-protein) a
véredények falanak felszinén (endothelium). Ismert,
hogy az aktiv h-C-protein profibrinolitikus tulajdonsa-
gl. Antikoagulans hatassal is rendelkezik, minthogy
proteolizissel inaktivalja az Va-faktort, ami a Xa-faktor
indukalta protrombinaktivalas (trombinképzés) ko-
faktora, valamint a VIlla-faktort, ami a IXa-faktor in-
dukalta X-faktoraktivalas kofaktora. A h-C-protein ak-
tivaldsa in vivo a trombinképzés negativ visszacsatola-
sat okozza. Az optimalis bioldgiai aktivitas kifejlédésé-
hez sziikséges egy kofaktor (S-protein).

Az EP 406 216 szamu eurdpai szabadalmi leiras egy
olyan gyogyaszati készitményt ismertet, amely szabadon
vdlaszthatéan tartalmaz S-proteint aktiv h-C-proteinnel
kombinélva, és trombdzis és trombo-embolias szovEd-
mények kezelésére, illetve megel6zésére alkalmazhato.

Az EP 0519900 szaml szabadalmi leirds szerint
egy h-C-proteint tartalmazd gyogyaszati készitmény és
egy trombolitikus hatdsi anyag egyiittes hasznalata al-
kalmazhaté trombozis kezelésében és az ér-ujraelzi-
rodas megelGzésében. Ugy talaltak, hogy a tromboli-
tikus kezelés soran h-C-proteinhiany 1ép fel, ezért a h-
C-protein pdtlasa tandcsos.

A nativ (avagy: inaktiv vagy zimogén) h-C-protein
hatasa alapvetGen kiilonbozik az aktiv enzim, az akti-
valt h-C-proteinétdl.

Az aktiv h-C-protein lehet6vé teszi artérias trombo-
zis vagy besz{kiilés megelGzesét, elonyodsen egy trom-
bolitikus hatasi anyaggal (szdveti plazminogén akti-
vator, tPA) kombinalva; lasd EP 0 318 201.

Ismert tovabb4, hogy a trombocitiban gazdag vér-
plazmakészitményben (tovabbiakban: PRP — platelet
reach plasma) az aktiv h-C-protein gatolja meg a trom-
bocitaaggregiciot, amit a trombin aktivéaldsa indukal.
Az aktiv h-C-protein magasabb koncentracidban azon-
ban ellentétes hatds(, nevezetesen a trombocitak aggre-
gacidjdhoz vezet [E. N. Santander és munkatarsai, Acta
Physiologica Latino-Americana, 33 (2), 1983].

Az aktivélt vagy stimulalt trombocitak IIb—IIla gli-
koprotein komplexszel rendelkeznek, ami receptorként
szolgal kiilénbozé odak6t6dd molekuldnak. A stimulalt
trombocitdk IIb—IIla GP helyéhez kot6dé proteinek
kdzé tartoznak a fibrinogén, a von Willebrand-fak-
tor és a fibronektin. Feltételezések szerint a k6t6d6 mo-
lekulaknak egy tripeptidszekvencidja, nevezetesen Arg-
Gly-Asp (RGD) kotédik a receptorhoz. Az RGD-
szekvencidval rendelkezd proteinek kozé tartoznak a na-
tiv h-C-protein és az aktiv h-C-protein is [Schwarz és
munkatarsai, Adv. in Appl. Biotech. Series Vol. 11,
83—89. (1990)]. Az interakcié a nativ h-C-protein, az
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aktiv h-C-protein és a trombocitak kdz6tt nem tisztazott.
Azt talaltak példaul, hogy az aktiv h-C-protein hozzako-
t6dik a stimulélatlan trombocitahoz S-protein jelenlété-
ben, és ezaltal az Va-faktor inaktivalasat el6segiti. A na-
tiv h-C-protein azonban nem ko6t6édik trombocitdhoz [J.
Biol. Chem., 260 (4), 2007-10., 1985].

Trombocitakra alkalmazott dramlési citometria se-
gitségével tanulmanyozhatok a trombocitdk felszine.
Az aramlasi citometria lehetévé teszi a receptorpro-
teinek gyors és érzékeny vizsgilatat egy egyediilallo
sejten. A vizsgalatok soran 400-1000 trombocita/mp
az ataramlas sebessége. A trombocitdk méretét a fény-
szoras mértékével fejezziik ki. Fluoreszcein-izotiocia-
nattal jelolt antitestek révén a trombocita ligandjai (a
ko6t6d6 proteinek) mérhetSk. [Az eljaras ismertetése:
Blood, 86 (1), 173-179., 1986.]

A fibrinogén kotddése a stimulalt trombocitakhoz
végs® soron aggregacidhoz és/vagy ezeknek a sériilt
endotheliumra rakodéasahoz és ezaltal a sériilés elza-
rasdhoz vezet. A tromboembolias szovédmények vagy
az érelzarodas ugyancsak a fibrinogénnek a stimulalt
trombocitédkhoz vald kotédésének tulajdonithatd. Pél-
daul a ballon angioplasztika az endothelium sériilésével
jar, és ezaltal lehetGséget teremt Ujabb artérids elzaro-
dasra.

A taldlmany targya az ismert médon eldallitott na-
tiv h-C-protein alkalmazasi teriiletének kibdvitése és
egy olyan készitmény elGallitasa, amely a trombocita-
lerakddas és/vagy -kicsapodas megelSzésére és kezelé-
sére alkalmazhato.

Az ismert modon elBallitott” kifejezés az elsGbb-
ség napja eldtt ismertté valt eljarasokat oleli fel.

A taldlmany fenti targyanak megvalésitasa sordn a
human h-C-proteint egy olyan gydgyészati készitmény
elBallitasara hasznéljuk, amely alkalmas trombociték,
trombocitamikrorészecskék és véralvadas elésegitésében
szerepet jatszo fehérvérsejtek lerakodasanak és/vagy
C-protein kivédi a lerakodast a véredények faldra vagy
az érszikiileteknél, kiilondsen a sériilt, virussal fert6zott
vagy karosodott endothelium esetén és/vagy a felszinre
keriilt subendothelium vagy a miivi érfeliiletek vagy az
endothellel rendelkezd, illetve a nélkiili érprotézisek ese-
tén. Tapasztalatok szerint a fibrinogénnek a stimulalt
trombocitdkhoz vald kotGdése megelSzheté nativ h-C-
protein adasaval dozisfiggé modon. PRP-t stimulaltunk
adenozin-difoszfat (ADP) hozzdadasdval, és mértik a
fibrinogénkotédést. Fibrinogénellenes fluoreszcein-izo-
tiocianattal jelzett antitestek hozzaadasa lehetdvé tette a
PRP-ben a trombocitdkhoz kotétt fibrinogén aramlasi
citométerrel valé mérését. A fibrinogénstimulalt trom-
bocitdkhoz valé kotGdésének megeldzése meglepd volt,
minthogy az aktiv h-C-protein nem gyakorolt befolyast a
fibrinogénkot3désre. gy valodsziniileg a protein RGD-
szekvencidja nem tehetS egyediil feleldssé a fibrinogén-
kotodés kivédéséert.

A monoklonalis antitestekkel végzett kisérletek
(példaul PAC-1, egy IgM antitest, amelyik csak az ak-
tiv formajat ismeri fel a ITb—11Ia komplexnek; 14sd S. J.
Shattil, J. Biol. Chem., 260, 11107., 1985) vilagossa
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tették, hogy a IIb—Illa a GP komplex, ami a trombocita
aktivdlasaval keriil felszinre, nem kotédik az antites-
tekhez a nativ h-C-protein jelenlétében. igy feltételez-
het6 a nativ h-C-proteinnek a IIb—Illa GP-hez vald
kompetitiv kotédése. A PAC—1 helyett azonban mas
trombocitaaktivacio-fliggdé epitop elleni monoklonalis
antitestet is alkalmazhatunk, mint példaul PADGEM
(J. Clin. Invest., 78, 130., 1986), GMP (J. Biol. Chem.,
264, 1816., 1989) és 2.28 (Blood, 70, 838., 1987). igy a
fibrinogén kotShelye blokkolt. A tobbi kot6d6 protein-
segiti, hanem megakadalyozza. Perfuzios kamraval
végzett kisérletek alatamasztottak, hogy a nativ h-C-
protein megakadalyozta a trombocitdk lerakodéasat vér-
rel atdramoltatott nyulaortdban. Az endothelium stabi-
lizalodik a nativ h-C-protein jelenlétében, mialtal a sti-
mulalt trombocitak lerakodasa kivédett.

A C-protein nativ proteinként, ezek szdrmazékaként
vagy RGD-szekvenciaval rendelkezé mutansként hasz-
nalhaté a talalmany szerint. A C-protein ezen forméjat
nevezik inaktiv, illetve zimogén formaként is. Ezen for-
ma alkalmazésanak az is az elGnye, hogy a proteint nem
kell aktivalni a fibrinogénnek vagy a von Willebrand-
faktornak a stimulalt trombocitahoz valo kotddésének
megakadalyozasara. Ezért a talalmany szerint a nativ h-
C-protein bizonyos kérilmények kézott — mint a ho-
mocysteinuria, diabétesz vagy uraemia — ugyancsak
hasznalhatd, ahol a C-protein endogén aktivalodasa ga-
tolt. A nativ h-C-protein nem rendelkezik az aktiv C-
protein hatranyos tulajdonsigdval sem, amely szerint az
magas koncentricidban a trombocitak aggregaciojahoz
vezet,

Az dramlasi citometria segitségével végzett kisérle-
tek megerdsitették, hogy a nativ h-C-protein alkalmas
mindenekel6tt az artérias (yraelzarodas megelGzésére.
A taldlmdny szerinti nativ h-C-protein igy alkalmazha-
t6 mindenfajta érpdtlé beavatkozas, valamint érkatéte-
rezés esetén a stimulalt trombocitak egymas kozotti,
leukocitdkkal és az endotheliummal t6rténd interakcid-
janak megeldzése céljabol.

A nativ h-C-protein megfigyelt hatdsmechanizmusa
alapjan a talalmany szerint mod nyilik a testnedvek,
mint vér vagy ascites, extrakorporalis (testen kiwiili) ke-
zelésére, amellyel a trombocitdknak a keringést szer-
vekben torténd lerakodasat és/vagy aggregacidjat eldz-
hetjiikk meg. Ez az eljaras példaul dializalokésziilék vagy
miivese esetében is alkalmazhato.

A kovetkez6 példak szemléltetik a talalmanyt koze-
lebbrdl.

Fibrinogénkdétodés az aktivalt PRP-hez

10 ml vért vesziink le citratos oldatba. A PRP-hez
konvencionalis centrifugéldssal jutottunk. ADP hozza-
addsa a trombocitak stimulacidjat eredményezte. Ez-
utan fluoreszcein-izotiocianattal jelzett fibrinogénelle-
nes antitestet adtunk hozza, és a trombocitdkhoz kotott
fibrinogént dramlasi citométeres (FACScanR, Becton
Dickinson) vizsgalattal hataroztuk meg. A fibrinogén-
kotést a zold fluoreszcens intenzitassal hataroztuk meg
[egyparaméteres statisztika, x-tengelyen a z6ld fluoresz-
cencia logaritmusa (kot6tt antifibrinogén), y-tengelyen a
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sejtek szama vagy pedig fényszorodas mérésével két-
paraméteres analizis, x-tengelyen a zold fluoreszcencia
logaritmusa, y-tengelyen a fényszorédas logaritmusa
(trombocitak mérete)].

Az 1-3. dbrak mutatjdk a fluoreszcens intenzitést,
azaz a fibrinogénko6tédést a stimulalt trombocitakhoz,
valamint a trombocitdk méretét. Az 1. dbra mutatja a
fibrinogénkotddést a PRP-ben ADP-stimulaciot kove-
t8en. Agonista alkalmazasa fibrinogénkotGdést ered-
ményez a sejtfelszinhez, de a trombocitdk méretének
megvaltozasat is okozza. Ezzel szemben a 2. dbra az
ADP-stimuléacié utani fibrinogénkotédést olyan kon-
centracidji nativ h-C-protein jelenlétében mutatja, ami
megfelel a plazmakoncentracié négyszeresének. A fib-
rinogénkd&tddés szignifikans csokkenése tapasztalhato.
Ezzel szemben aktiv C-protein jelenléte ebben a teszt-
keverékben nem vezet a fibrinogénnek a trombocitak-
hoz valé kotédésének csokkenéséhez.

PAC-1 kétodése az aktivalt trombocitakhoz

A PAC-1 monoklonalis antitest a IIb—IIla gliko-
protein komplexszel reagdl a trombocitak felszinén
azoknak ADP-vel torténé aktivalisa utan.

EDTA/Trasylol-oldatba vesszik le a vért. Ezutin
trombocitakoncentratum-készitményt (PRP) és trom-
bocitamentes plazmat (PPP) allitottunk el konvencio-
nalis centrifugalassal. A PRP-t 1:40 aranyban higitottuk
PPP-vel. Ezutain PAC-1-et adtunk hozzd ADP-vel és
tetszés szerint nativ h-C-proteint vagy aktiv C-proteint,
és szobahdmérsékleten 10 percig inkubaltuk. Egy anti-
egér antitest (fluoreszceinnel konjugalt, FITC a Sigma
Chemical Co.-t6l) hozzaadésa és tovabbi 20 perc inku-
bécios i1d6 utan a PAC—1 kot6dését a trombocitakhoz
aramldsi citometrias vizsgalattal hataroztuk meg,.

4, dbra PAC-1 ko6t6dése PRP/ADP-hez,

5.4bra A PAC-1 trombocitakhoz valdé kotGdésé-
nek megeldzése nativ h-C-protein jelenété-
ben,

6. abra Az aktiv C-protein nem befolyasolja a
PAC-1 kot6dését az ADP-vel stimulalt
trombocitakhoz,

Az abrak felsd részén lathato diagram az egypara-
méteres statisztikat mutatja, alatta pedig a kétparaméte-
res statisztika talalhato.

Trombocitalerakédas a subendotheliumba atara-
moltatdsos kisérletben

Vénas vért alvadasaban gatoltuk citrat-foszfat-dext-
rozzal (19 mmol/l). C-proteint allitottunk elé (Immuno
AG), és az alvadasgatolt vér 20 ml-éhez adtuk az atéra-
moltatas el6tt. Az 4tdramoltatds 37 °C-on tortént egy
perfuzios kamréaban (kisérleti leiras: Thromb. Haemost,
37,1-16., 1977).

Nyulbol szarmazo enzimmel kezelt aortamintikat
helyeztiink a perfuzios kamraba. Egy, a hemodializisnél
haszndlatos pumpa (Renal Systems, Minneapolis,
Minn., USA) segitségével megfeleld aramlast biztositot-
tunk. Otperces 4taramoltatds utdn az aortamintdkat puf-
ferrel atmostuk és fixaltuk [glutaraldehid:formalde-
hid=2%:3% (térfogat/térfogat)]. Ezutan beagyaztuk
Gket JB4-be (Polyscience, Warrington, USA), megfes-
tettiik toluidinkékkel, és morfometrias vizsgalatnak ve-
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tettiik ala. Egy komputerprogram (Haemostasis, /6,
8—14, 1986) segitségével a trombocitakat a kdvetkezok
szerint osztalyoztuk : adhézid (trombocitaréteg <5 um),
trombus (aggregacié > 5 pum). Mindkettt a véredény
teljes hosszanak szazalékos ardnydval fejeztiik ki. Az

5

eredményeket az 1. tablazatban ismertetjiik. Kevesebb
mint 16 pg/ml koncentracioéndl a nativ h-C-protein nem
pest. 16 és 32 pg/ml koncentracioknal a bevont feliilet
szignifikdnsan csokkent.

1. tablazat
Trombocitalerakddas a subendotheliumra perfiizids kisérletben citrattal alvadasaban gatolt vérbdl a nativ h-C-
proteinkoncentracié fiiggvényében (n=3, atlag+SD) (ataramlas=800 s—!)

Bevont feliilet Adhézié Vérrog
Kontroll 18,1+5,3 9,3+4,5 8,8+1,9
Nativ h-C-protein, 16 pg/ml 13,1+£3,5 48+0,9 8,3+29
Nativ h-C-protein, 32 pg/ml 9,6+5,7 4425 5,6£34

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras hatbanyagként nativ h-C-proteint tartal-
mazo gydgyaszati készitmény elbéllitasara, azzal jelle-
mezve, hogy az ismert modon eldallitott hatdanyagot
gyogyaszati készitmények elballitasa soran szokdsosan
alkalmazott segédanyagokkal egyiitt trombocita, trom-
bocitamikrorészecskék és az alvadési folyamatban sze-
repet jatszo fehérvérsejtek lerakodasanak és/vagy ki-
csapodasanak megel3zésére és kezelésére alkalmazhato
gyogyaszati készitménny¢ alakitjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy érfalra, érsziikiiletbe, kiilondsen sériilt, virussal
fertézott vagy karositott endotheliumra vagy felszinre
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keriilt subendotheliumra vagy miérfelszinre vagy en-
dotheliummal rendelkezd vagy a nélkiili érprotézisekbe
valo lerakodasnak és/vagy aggregécionak kezelésére és
megelézésére alkalmazhato gyogyaszati készitményt
alakitunk ki.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jel-
lemezve, hogy artérids \jraelzarodas megel6zésére al-
kalmas gyogyaszati készitményt alakitunk ki.

4. Eljaras trombociték lerakodasanak és/vagy agg-
regacidjanak in vitro kériilmények kozott valé megeld-
zésére, azzal jellemezve, hogy nativ h-C-proteint ada-
golunk az in vitro koriilmények kozott kezelt vér- vagy
ascitesmintahoz.
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