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Beschrieben wird ein pharmazeutisches Praparat zur
Behandiung von Blutgerinnungsstérungen, das dadurch
gekennzeichnet ist, daR es mindestens ein Protein, ausge-
sucht aus der Gruppe von pro-Proteinen der Blutgerinnung
und weiters einen gerinnungsphysiologisch inerten Rezep-
tor-Bindungskompetitor enthalt, sowie deren medizinische
Verwendung.

HWirkung ven Aprotinin und rvWF bei einem vWF-defizienten Hund
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Die Erfindung betrifft ein pharmazeutisches Praparat auf Basis von Blutgerinnungsproteinen
und Mafnahmen zur Verléngerung von deren biologischen Halbwertszeit.

Therapeutische Proteine, insbesondere Praparate zur Behandlung von Blutgerinnungsstérun-
gen, welche Blutgerinnungsproteine, wie z.B. von Willebrand-Faktor (vWF), beinhalten, haben oft
relativ kurze Halbwertszeiten im Organismus. Dadurch kann eine therapeutische Verabreichung
solcher Praparate innerhalb kurzer Zeit wirkungsios werden oder zumindest in ihrer Wirksamkeit
stark beeintrachtigt werden.

Vieles an den physiologischen Abbauwegen von Blutgerinnungsproteinen ist ebenso unbe-
kannt wie die genauen Faktoren, die deren Halbwertszeit im Kérper bestimmen.

So ist lediglich bekannt, daR aktivierter Faktor VIil tber seine A2-Domane an das Lipoprotein-
rezeptor-verwandte Protein (lipoprotein receptor related protein; LRP) bindet, wobei diese Bindung
sowohl fir die Internalisierung von Faktor VIII als auch fur dessen Abbau zusténdig ist. Es ist auch
bekannt, daR durch ein Rezeptor-assoziiertes Protein (RAP), einem Inhibitor von LRP, die Interna-
lisierung der A2-Doméne von Faktor Vill gehemmt werden kann, wobei angenommen wird, dal die
Dissoziation der A2-Untereinheit vom tbrigen aktivierten Faktor VIlI-Molek{l reversibel ist.

Das "low density lipoprotein related protein" ist ein multifunktionell endozytotisch aktiver Rezep-
tor, der strukturell wie funktionell unterschiedliche Liganden bindet und endozytieren kann. RAP
("receptor-associated protein") inhibiert alle Interaktionen der Liganden mit LRP in vitro.

Prinzipiell wird vermutet, da dieser Mechanismus von Bedeutung bei der Aktivitatsregulierung
von Faktor Villa sein kénnte (Blood 90 (10) Suppl. 1: 31a (1897)).

Es ist auch bekannt, daR LRP als Abbaurezeptor (Clearence receptor) fir Gewebeplasmino-
genaktivator (tPA) fungieren kann, d.h. fur dessen Entfernung aus der Blutzirkulation verantwortlich
ist. Weiters scheinen dabei auch weitere Rezeptoren, wie z.B. der Mannose-Rezeptor, von Bedeu-
tung zu sein. Andererseits ist auch bekannt, daR LRP bei der Clearence von vielen verschiedenen
Liganden, wie Proteinasen, Inhibitoren, deren Komplexe mit Proteinasen, sowie verschiedenen
Lipoproteinen, beteiligt sein kann.

Es wurde gefunden, daB tPA eine sehr schnelle Clearence im Blutkreislauf erfahrt, und daf®
Mutanten von tPA sowie Inhibitoren der Clearence dazu verwendet werden kénnen, um die Dosie-
rung von tPA bei der Thrombolysetherapie zu verringern (Fibrinolysis and Proteolysis (1997),
S. 173-186).

In RAP-defizienten Mausen konnte nachgewiesen werden, daf die Clearence von a,-Makro-
globulin in der Leber gestért ist. Hierbei wurde auch nachgewiesen, dall die Menge von reifem
prozessiertem LRP sowohl in der Leber als auch im Gehirn reduziert ist (PNAS (Proceeding of the
National Academy of Sciences (US)), 92 (1995), S. 4537-4541).

in der EP-0 713 881-A werden von Willebrand-Faktor (VWF)-Konzentrate in Kombination mit
Antithrombolytika und/oder Fibrinolytika beschrieben. Zweck dieser Praparate ist die Verringerung
der Blutungsrisiken bei einer Antikoagulationstherapie.

In der US 5 304 383 A wird eine pharmazeutische Praparation, enthaltend lys-Plasminogen in
Kombination mit einem Serinproteaseinhibitor, wie Aprotinin oder a,-Makroglobulin, beschrieben,
welche zur Behandlung von Plasminogen-Mangel und Thrombosen eingesetzt werden kann.

Die Erfindung stellt sich zur Aufgabe, ein pharmazeutisches Praparat zur Verfugung zu stellen,
auf Basis von einem Blutgerinnungsprotein, welches sich durch eine verbesserte in vivo-Halbwerts-
zeit auszeichnet. Die Erfindung stellt sich weiters zur Aufgabe, die in vivo Halbwertszeit eines
Blutgerinnungsproteins zu verlangern, um einerseits den endogenen Gehalt an dem Blutgerin-
nungsprotein zu stabilisieren und andererseits die Effizienz von einem exogenen Blutgerinnungs-
protein zu steigern.

Die Aufgabe wird erfindungsgemaf durch ein pharmazeutisches Préparat zur Behandlung von
Blutgerinnungsstérungen geldst, welches mindestens ein pro-Protein der Blutgerinnung enthait,
ausgesucht aus der Gruppe bestehend aus Faktor VIII, von Willebrand Faktor (vWF) oder Faktor V
und weiters einen gerinnungsphysiologisch inerten Rezeptor-Bindungskompetitor ausgewahit aus
der Gruppe bestehend aus RAP, einer Mutante von RAP, einem Analogen von RAP und der Kom-
bination aus dem Tissue-Typ Plasminogenaktivator (tPA) und Aprotinin. Dadurch wird die Wirkung
des Proteins auf die Blutgerinnung nicht unmittelbar beeinflusst, der Rezeptor-Bindungskompetitor
tragt lediglich zur Stabilisierung des Proteins in vivo bei.

Das Protein in der erfindungsgemaRen Praparation ist ein Blutgerinnungsprotein, ausgesucht
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aus der Gruppe von Faktor V, VII, VIl und vWF (von Willebrand Faktor). Diese Proteine sind die
Proformen von der gerinnungs-physiologisch wirksamen aktiven Form. Ein mégliches Protein in
der erfindungsgeméaRen Praparation ist VWF bzw. dessen analoge Proteine (z.B. rekombinante
VWF-Proteine). VWF zeigt vor allem in Platichen-reichem Plasma seine Eigenstandigkeit als Blut-
gerinnungsfaktor, unabhangig von seiner Rolle als Trager und Stabilisator des Faktor Vil (Beguin
et al., Thrombosis and Haemostasis 78 (1), 590-594 (1997)). VWF wird beispielsweise aus Plasma
oder einer Plasmafraktion gewonnen, kann aber auch durch rekombinante DNA-Technologie,
durch Expression einer transformierten Zelle, hergestelit werden. Beispielsweise wird ein rekom-
binanter VWF nach der Vorschrift von Pannekoek (EP 0 197 592 A) bzw. Fischer et al.
(WO 96/10584 A) hergestellit.

Auch die Gruppe der Biutgerinnungszymogene bzw. Vorstufen der gerinnungsphysiologisch
aktiven Blutgerinnungsproteine sind einerseits aus Plasma oder einer Plasmafraktion erhaltlich und
entsprechen den nativen Proteinen. Andererseits kdnnen die nativen Proteine bzw. deren Derivate
auch aus Zellkulturiberstanden gewonnen werden. Die Zellen werden dabei vorzugsweise durch
rekombinante DNA-Technologie transformiert, um die rekombinanten Formen der Blutgerinnungs-
proteine zu erhalten.

Mutanten bzw. Analoge sind insoweit in der erfindungsgemafen Praparation enthalten, wie
diese noch zur Behandlung von Blutgerinnungsstérungen eingesetzt werden kdnnen und an einen
Rezeptor funktionell, also kompetitiv, binden kénnen.

Als Rezeptor fiir die Proteine der erfindungsgemafien Praparation ist vor allem der Lipoprotein-
rezeptor zu nennen bzw. LRP. Ein weiterer Rezeptor, an dem die Proteine binden, ist beispielswei-
se der Mannose-Rezeptor. Es hat sich erfindungsgemaR Uberraschenderweise herausgestellt,
dass die Liganden des LRP vor allem fur pro-Proteine der Blutgerinnung eine positive Wirkung in
vivo zeigen, indem diese Liganden an den Rezeptor kompetitiv binden. Dies war insofern Uberra-
schend, da nicht vermutet werden konnte, dass pro-Proteine der Blutgerinnung und vWF an LRP
binden kénnen. LRP war vor allem zur Bindung von Enzymen bzw. deren Komplexe mit inhibitoren
bekannt. Durch die kompetitive Eigenschaft der Bindung an LRP wird die vorzeitige Bindung des
Proteins in der pharmazeutischen Praparation bzw. des endogenen Blutgerinnungszymogens und
VWF verhindert, wodurch dessen biologische Verfugbarkeit wesentlich verbessert wird.

Als Rezeptor-Bindungskompetitor kénnen erfindungsgemal RAP, eine Mutante von RAP, ein
Analogen von RAP und die Kombination aus dem Tissue-Typ Plasminogenaktivator (tPa) und
Aprotinin eingesetzt werden, da deren physiologische Toleranz gepruft ist.

Der kompetitiv wirkende Ligand ist vorzugsweise ausgewahlit unter den physiologischen Prote-
inen, die vorzugsweise in der Zirkulation als (humanphysiologische) extrazellulére Proteine auf-
treten. Diese kénnen in nativer Form eingesetzt werden, oder als deren Analoge mit der Eigen-
schaft der Bindung an den Rezeptor.

Um die Wirkung des pharmazeutischen Préparates bzw. der endogenen Proteine nicht zu be-
eintrachtigen, ist der Rezeptor-Bindungskompetitor ausgewahlt unter den gerinnungsphysiologisch
inerten Proteinen.

Als gerinnungsphysiologisch inerter Rezeptor-Bindungskompetitor kann auch ein Gemisch von
tPA und Aprotinin eingesetzt werden, welches sich hervorragend zur Stabilisierung etwa des
Faktor VIII in vivo eignet. Der gewahlte Rezeptor-Bindungskompetitor ist hier also ein Ligand, des-
sen gerinnungsphysiologische Wirkung unterbunden ist, gegebenenfalls durch die Antagonisierung
mit dem entsprechenden [nhibitor.

Anstelle eines Gemisches aus einem prinzipiell zwar wirksamen Rezeptor-Bindungskompetitor
und einem geeigneten Antagonisten kann auch eine mutierte Form des Rezeptor-Bindungskom-
petitors verwendet werden, der durch geeignete Mutationen (z.B. im aktiven Zentrum) inaktiviert ist
(dessen Affinitat gegentiber dem Rezeptor aber nicht wesentlich verandert (verringert) ist.)

Es war Gberraschend, dass rekombinanter tPA (rtPA) den endogenen Faktor VHi-Gehalt in
einem vWF-defizienten Hund Uber einen ldngeren Zeitraum stabilisierte, wodurch die Hamophilie
behandelt werden konnte. Obwohl der natlrliche Stabilisator des Faktor VIll, namlich vWF, fehite,
konnte der LRP-Ligand bzw. das Gemisch der LRP-Liganden die Funktion des vWF tibernehmen.
Der Faktor Vili-Gehalt wurde um ca. 50 % erhéht und blieb bei diesem Niveau mehrere Tage. Das
Enzym tPA ist ein bekannter Ligand des LRP. Die Verabreichung des rtPA an ein Sdugetier
blockiert also LRP und verhindert somit den metabolischen Abbau der Gerinnungsfaktoren, wie



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 409 335 B

2.B. Faktor ViIl. Dieser blockierende Effekt wird noch durch Aprotinin verstérkt. Der Effekt von
Aprotinin alleine konnte auch in einem vWF-defizienten Hund gezeigt werden, der eine Kombina-
tion von rvWF und Aprotinin erhielt. Dadurch wurde wiederum eine Erhéhung des Faktor Vitl-
Gehaltes Uber einen l&ngeren Zeitraum bewirkt.

in vielen Fallen wird ein Patient mit einem Mangel an einem bestimmten Protein dann mit dem
jeweiligen Rezeptor-Bindungskompetitor behandelt, um die Bildung des endogenen Proteins zu
erméglichen bzw. das Protein zu stabilisieren. Dies ist bei Patienten mit einem ph&notypischen
Gerinnungsproteinmangel moégtich.

Das erfindungsgemaRe Praparat bzw. die genannten Wirksubstanzen werden vorzugsweise
als behandelte Praparate bzw. Proteine eingesetzt, um eine Ubertragung von méglicherweise vor-
handenen Pathogenen, wie Viren oder Prionen (TBE), auszuschlieBen. Bei der Gewinnung aus
biologischen Materialien, wie Blut, Plasma, Plasmafraktionen oder Zellkulturen, existiert ein Risiko
der Kontamination mit Humanpathogenen, das jedoch durch eine entsprechende Behandlung zur
Inaktivierung bzw. Abreicherung eliminiert werden kann. Zu den effektiven Ma3nahmen zur Inakti-
vierung von Viren z&hlen beispielsweise die Behandiung mit organischen Lésungsmitteln und/oder
Detergenzien (EP-0 131 740 A, EP-0 050 061 A, virus inactivating eluent), die Behandlung mit
chaotropen Mitteln (WO 90/15613 A) Hitzebehandlungsverfahren, vorzugsweise in lyophilisiertem,
trockenem oder feuchtem Zustand (siehe EP-0 159 311 A), Kombinationsverfahren wie das der
(EP-0 519 901 A) und physikalische Methoden. Letztere bewirken die inaktivierung von Viren,
beispielsweise durch Bestrahlung mit Licht, etwa in Gegenwart von Photosensibilisatoren
(EP-0 471 794 A und W087/37686 A).

Zu dem Abreicherungsverfahren der Humanpathogene zahlen insbesondere die Filtrationen
unter Verwendung von Ultrafiltern, Tiefenfiltern oder Nanofiltern (WO99/43362 A). Aber auch Fal-
lungsschritte bzw. andere Proteinreinigungsmalnahmen, wie die der Adsorption, tragen zur Abrei-
cherung von moglicherweise vorhandenen Pathogenen bei.

Das erfindungsgemafe Praparat kann einerseits als fertige Formulierung, d.h. als Gemisch des
Proteins mit dem Rezeptor-Bindungskompetitor zur Verfugung gestellt werden. Andererseits ist es
auch moglich, ein Set zur Verfugung zu stellen, welches A) das Protein und B) den Rezeptor-
Bindungskompetitor enthalt. Das Set hat den Vorteil, dass die Dosis der einzelnen Komponenten
variabel ist und die Form der Administration den vorliegenden Verhéltnissen angepasst werden
kann. Beispielsweise ist neben der intravendsen Verabreichung auch die intramuskuldre, subkuta-
ne oder orale Verabreichung der Wirkstoffe mdglich. Die Wirksubstanzen kénnen gemeinsam, also
simultan, aber auch parallel oder konsekutiv dem Patienten verabreicht werden. Bei Verwendung
eines Sets ist das erfindungsgemaflie Praparat vorzugsweise in Fertigspritzen mit den einzelnen
Komponenten vorgefertigt.

Eine erfindungsgemafe Indikation fir das Préparat ist beispielsweise eine Behandlung eines
Patienten mit einem phanotypischen Gerinnungsfaktormangel, z.B. eines vWF-defizienten Patien-
ten. Dabei wird erfindungsgemaR ein Praparat hergestellt auf Basis des Gerinnungsfaktors, der im
Patienten mangelhaft ist, mit der erfindungsgemaRen Kombination des Rezeptor-Bindungskompe-
titors. Aber auch der Rezeptor-Bindungskompetitor alleine entspricht der erfindungsgemafien
Indikation. Beispielsweise wird bei einem Mangel an funktioneliem Faktor VIII der Rezeptor-
Bindungskompetitor fur Faktor VIII verabreicht, welcher z.B. das Gemisch tPA und Aprotinin ist.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Verwendung einer LRP-Ligandenprépa-
ration zur Herstellung eines Mittels zur Behandiung von phanotypischem Gerinnungsfaktormangel
(z.B. VWF-, Faktor VIHi- oder Faktor IX-Mangel) oder zur Verlangerung der biologischen Halbwerts-
zeit eines Proteins.

Die Erfindung wird an Hand der nachfolgenden Beispiele und der Zeichnungen, auf die sie je-
doch nicht beschrankt sein soll, naher erlautert.

Es zeigen:

Fig. 1. Faktor VIilI-Bestimmung im vWF-defizienten Hund

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

Beispiele:

Beispiel 1:
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Ein Kooiker Hund mit schwerem von Willebrand Faktor-Mangel vom Typ 3 (Rieger et al,
Thromb. Haemost. (1998), 80:332-337) mannlichen Geschlechts, 8,5 kg Kérpergewicht, 2 Jahre
alt, wurde mit 10 mg/kg Korpergewicht Ketamin (Ketasol, Dr. E. Graub AG, Bern, Schweiz) und
1 mg/kg Xylaxin (Xylasol, Dr. E. Graub AG, Bern, Schweiz) narkotisiert. AnschlieBend wurde ein
permanenter vendser Zugang iber einen Unterarm geschaffen und uber eine Kanlle Aprotinin
(Pantinol 100.000 K.I.E. Ampullen, Gerot Pharmazeutika, Wien) in einer Dosis von 10 000 KLE,
pro kg Kérpergewicht als Bolus verabreicht. AnschlieBend wurde rekombinanter Gewebeplasmino-
genaktivator (Actilyse, Boehringer Mannheim) (itPA) gemaR Herstellerangabe mit destilliertem
Wasser rekonstituiert und dem von Willebrand-defizienten Hund in einer Dosis von 0,25 mg/kg
Korpergewicht als Bolus verabreicht. Gleichzeitig wurde eine Blutprobe auf Zitrat entnommen.
innerhalb der ersten Stunde der Behandlung wurde eine Coinfusion von Aprotinin (3000 K.I.E, pro
kg Kérpergewicht) und rtPA 0,75 mg/kg Korpergewicht verabreicht und nach einer Stunde wurde
auf eine Infusion gewechselt, die Aprotinin in einer Dosis von 3000 K.I.E, pro kg Kérpergewicht und
rtPA von 0,5 mg/kg Korpergewicht enthielt, und diese tber eine Stunde verabreicht. AnschlieRend,
d.h. nach zwei Stunden, wurde Uber eine weitere Stunde Aprotinin in einer Dosis von
3000 K.I.E./kg Kérpergewicht infundiert. Zu den Zeitpunkten 30 min, 1, 3, 24, 48, 92 und 96 Stun-
den nach Versuchsbeginn wurden Blutproben auf Zitrat abgenommen und durch Zentrifugation
daraus plattchenarmes Plasma hergestellt und bei -20°C tiefgefroren und bis zur weiteren Analyse
gelagert.

in den gefrorenen Blutproben wurde nach Abschiu des Infusionsexperimentes Blutgerin-
nungsfaktor VIII mit zwei unterschiedlichen Bestimmungsmethoden quantitativ bestimmt. Erstens
wurde die Zweistufengerinnungsmethode gemaR der Methode von Austen, D.E.G. und Rhymes,
L., A Laboratory Manual of Blood Coagulation, Oxford, UK, Blackwell Scientific, (1975), unter Ver-
wendung der Reagentien des Zweistufen-Faktor VIIl - Test-Kits der IMMUNO AG, Wien, verwen-
det. Zweitens wurde Faktor VIII mit dem chromogenen Faktor VIII-Test-Kit, Immunochrom FVIll: C
der Immuno AG, Wien, bestimmt (Lang H., Oberreiter M., Moritz, B. Thromb. Haemost. 65:943,
(1991)). Faktor VIl wurde gegen einen humanen Plasma Faktor Vlil-Standard, der gegen den
dritten internationalen Standard 91/666 kalibriert worden war, gemessen. Die Faktor VIil-Aktivitat
wird in humanen Faktor Vill-Einheiten pro ml ausgedriickt. Das Resultat dieser Bestimmung ist in
der Fig. 1 zusammengefalt. In den beiden unabhéngig voneinander durchgefiihrten Faktor VIli-
Bestimmungsmethoden zeigte sich ein Anstieg der Faktor VIIi-Plasmaaktivitat, der uber einen Zeit-
raum von 24 bis 48 Stunden anhielt und anschlieBend auf einem Niveau von ca. 150 % des Aus-
gangswertes, unabhangig von der verwendeten Testmethode, Uber einen Zeitraum bis zu 96 Stun-
den nach Versuchsbeginn konstant blieb. Da bekannt ist, daR von Willebrand-Faktor gegen den
proteolytischen Abbau durch Plasmin empfindlich ist, muite angenommen werden, daf} die Gabe
von rtPA eine vermehrte von Willebrand-Faktor-Inaktivierung, verbunden mit einer sekundéren
Reduktion des Plasma-Faktor ViIi-Spiegels durch Fehlen des Stabilisierungsproteins fur Faktor Vili
zu finden sein wird. Die gleichzeitige Gabe von Aprotinin als Inhibitor der Fibrinolyse und des
Plasmins lieR lediglich eine Inhibition des rtPA-Effektes erwarten. Der scheinbar paradoxe Anstieg
des Plasma-Faktor Vlil-Levels kann daher durch die Interferenz von Aprotinin und/oder rtPA mit
den Metabolisierungsmechanismen fur Faktor VIl erklart werden.

Beispiel 2:

Ein von von Willebrand-Faktor-defizienter Hund wie in Beispiel 1 wurde narkotisiert und an-
schlieRend mit Aprotinin (Pantinol) mit einer Dosis von 100.000 K.I.E. als intravendser Bolus vor-
behandelt. Anschlietend wurde dem Tier ein rekombinantes von Willebrand-Faktor-Praparat in
einer Dosis von 70 RcoF E/kg gegeben. Die Herstellung und Charakterisierung des rekombinanten
von Willebrand-Faktor-Praparates ist in Fischer et al, FEBS Lett. 375:259 (1995), beschrieben.
Unmittelbar nach der Gabe des rekombinanten von Willebrand-Faktor-Préparates wurde Uber drei
Stunden eine Infusion von 100.000 K.I.E. Aprotinin intravends verabreicht. Blutproben auf Zitrat
wurden vor Beginn des Versuches (= Zeitpunkt 0) 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 24 h und 48 h nach der
Behandlung mit rekombinantem von Willebrand-Faktor entnommen und daraus Plasma, wie in
Beispiel 1 beschrieben, hergestellt und bis zur weiteren Analyse bei -20°C tiefgefroren. Von diesen
Blutproben wurde anschlieBend von Willebrand-Faktor-Antigen unter Verwendung eines Kanin-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 409 335 B

chen Anti-Human-von Willebrand-Faktor-Antikérpers mit dem Test Asserachrom vVWF, Boehringer
Mannheim, gemessen. Aufierdem wurde die Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat, gemessen durch Risto-
cetin induzierte Aggregation Formaldehyd-fixierter humaner Blutplattchen und nach der Methode
von Evans und Austen, Brib. J. Hetamol. 37:289 (1977) bestimmt. Als von Willebrand-Faktor-
Standard diente ein humaner Plasma-Standard. AuRerdem wurde Faktor Vili, wie in Beispiet 1
beschrieben, getestet. Die Resuitate der Bestimmung der Blutproben an von Willebrand-Faktor und
Faktor VIII-Aktivitat sind der Fig. 2 zu entnehmen. In der Grafik ist ein Mittelwert der Faktor VIiI-
Aktivitét, gemessen nach den beiden Faktor Viil-Bestimmungsmethoden, als Graph eingezeichnet.
Von Willebrand-Faktor wurde, wie aus der Literatur bekannt (Turecek et al., Blood 90:3555 (1997)),
mit einer Halbwertszeit von 10 bis 20 h eliminiert, so dal nach 48 h kaum mehr von Willebrand-
Faktor in der Zirkulation nachweisbar war. Gleichzeitig mit Gabe des rekombinanten von Wille-
brand-Faktors und des Aprotinins stieg der Plasma-Faktor VIII-Spiegel innerhalb von 3 h auf ca.
150 % des Ausgangswertes an und blieb dann auf diesem Niveau stabil oder zeigte sogar einen
leicht steigenden Trend bis zu 48 h nach der Verabreichung. Auch dieses Ergebnis kann wie
Beispiel 1 interpretiert werden, dal® durch die Gabe des Aprotinins trotz fehlender Stabilisierung
des Faktor VIl durch den rekombinanten von Willebrand-Faktor, durch eine interferenz mit dem
Faktor Vlli-Metabolismus der Faktor VIII-Plasma-Spiegel anhaitend erhdht bleibt.

Beispiel 3:

Wirkung von RAP auf Faktor Vill-Gewinnung in Knock-out-Médusen mit schwerem Faktor
Vili-Mangel

Auf gentechnischem Wege wurde ein Mausestamm mit schwerem Faktor Vill (FViil)-Mangel
durch gezielte Disruption des Ma&use-Faktor Vill-Gens gemaR Bi et al. Nature Genetics 10:119-121
(1995) geschaffen. Faktor ViiI-Knock-out-M&use wurden durch eine insertion eines neo-Gens in
das 3'-Ende von Exon 17 des Mause-Faktor VIII-Gens geschaffen. Die betroffenen mannlichen Tie-
re (X'Y) hatten nicht nachweisbare Faktor Viil-Levels von <0,02 £+ 0,01 E/ml, wenn Messungen ent-
weder mit einem chromogenen Faktor Viil-Test, Hyland Immuno, Wien, Osterreich, wie kurzlich
beschrieben (Turecek et al., Thromb. Haemostas. Suppl. 769 (1997)) oder mittels Antigen-ELISA,
wie nachstehend beschrieben, vorgenommen wurden.

Zwei betroffene, hemizygote mannliche Mause (X'Y) wurden intravends mit einer Dosis von
200 E/kg Korpergewicht einer rekombinanten Human-Faktor VIl (rhFViil)-Praparation behandeilt,
die von Chinese Hamster-Ovarien-Zeilen stammte, die wie beschrieben hergestellt worden waren
WO 85/01961 A, und ohne stabilisierendes Protein pharmazeutisch formuliert worden war.

Unter Narkose wurden eine Stunde nach der Behandlung die Schwanzspitzen der Mause mit
der Kiinge eines Skalpells, wie von Novak et al., Brit. J. Haematol. 69:371-378 (1998) beschrieben,
eingeschnitten. Ein Volumen von 50 ul Blut wurde mit Kapillarréhrchen (Ringcaps, Hirschmann,
Deutschland) aus den Schwanzwunden gesammelt, wobei die Kapillarréhrchen mit Lithium-Hepa-
rin als Antikoagulans beschichtet waren. Die Kapillarréhrchen wurden geschlossen und zentrifu-
giert, um die Blutzellen vom Plasma zu trennen. Danach wurden die Kapillarrdhrchen gedffnet, -und
die Zell- und die Plasma-Fraktion wurden durch weiteres Zentrifugieren gesammelt. SchiieRlich
wurden die Plasmaproben der Faktor Viil-Bestimmung mittels Faktor VIil-Antigen ELISA, Test-Set
IMMUNOZYM FVIII Ag, Hyland Immuno, Wien, Osterreich, unter Verwendung von monokionalen
Antifaktor VIil-Antikérpern sowohl fur das Abfangen wie fir den Nachweis, wie beschrieben (Stel et
al., Nature 303:530-532 (1983); Lenting et al., J. Biol. Chem. 269:7150-7155 (1994); Leyte et al.,
Biochem. J. 263:187-194 (1989)) unterzogen. Die resultierenden Faktor Vill-Werte wurden in inter-
nationalen Einheiten von humanem Faktor Vill ausgedriickt. Die Ergebnisse der Faktor VIII-Plas-
ma-Level sind in der Tabelle angegeben.

Zwei andere betroffene hemizygote manniiche Mause (X'Y) wurden mit rekombinantem Rezep-
tor-assoziiertem Protein (GST-RAP) 10 min vor der Behandlung mit dem rekombinanten humanen
Faktor VIl mit einer Dosis von 40 mg/kg Koérpergewicht vorbehandelt. Das bei dieser Untersu-
chung verwendete Rezeptor-verwandte Protein (RAP), welches mit dem Low-Density-Lipoprotein-
Rezeptor in Wechselwirkung tritt, wurde durch bakterielle Fermentation, wie von Hertz et al.,
J. Biol. Chem. 266:21232-21238 (1991) beschrieben, erhalten. Ein Fusionsprotein des RAP mit
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Glutathion-S-Transferase wurde in E. coli exprimiert und mittels Affinitdtschromatographie auf
Glutathion-Agarose gereinigt. Das resultierende Protein bestand hauptsachlich aus dem Fusions-
protein und Spaltprodukten von RAP und Glutathion-S-Transferase. Das Fusionsprotein wurde in
einem injizierbaren Puffer bereit fir eine Verabreichung an die Faktor Vili-Knock-out-M&use formu-
liert. Wie bei der Kontroligruppe (Behandiung nur mit Faktor Viil) wurden Blutproben eine Stunde
nach der Verabreichung von rekombinantem Faktor VIl genommen und unter Verwendung von
Faktor Viil-Antigen-ELISA auf Faktor VHi-Aktivitdt gemessen. Die Ergebnisse sind in der Tabelie

angefihrt.
Behandiung | Dosis Gewinnung 1 h nach Behandiung
Maus Nr. | GST-RAP rhFVIli FVIIi:Ag (E/mi Plasma)
1 40 mg/kg 200 E/kg 1,92
2 40 mg/kg 200 E/kg 1,88
3 - 200 E/kg 0,73
4 - 200 E/kg 0,83

Bei mit GST-RAP vorbehandelten Mausen betrug die Faktor VIII-Gewinnung mehr als 200 %
der Plasma-Level nach der Behandlung mit rekombinantem Faktor VIIi allein.

10.
1.

PATENTANSPRUCHE:

Pharmazeutisches Praparat zur Behandlung von Blutgerinnungsstérungen, enthaltend
mindestens ein pro-Protein der Blutgerinnung, ausgesucht aus der Gruppe bestehend aus
Faktor Vil, von Willebrand Faktor (WWF) oder Faktor V und weiters einen gerinnungsphy-
siologisch inerten Rezeptor-Bindungskompetitor ausgewshit aus der Gruppe bestehend
aus RAP, einer Mutante von RAP, einem Analogen von RAP und der Kombination aus
dem Tissue-Typ Plasminogenaktivator (tPa) und Aprotinin.

Praparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das pro-Protein aus einem bio-
logischen Material ausgesucht aus der Gruppe von Humanplasma, einer Plasmafraktion
und einem Zellkulturiberstand gewonnen ist.

Praparat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass es als Set zur Verfiigung
gestellt wird, enthaltend

a) das pro-Protein der Blutgerinnung und

b) den Rezeptor-Bindungskompetitor.

Praparat nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das pro-Pro-
tein der Blutgerinnung Faktor ViII ist und der Rezeptor-Bindungskompetitor ein Gemisch
aus Aprotinin und tPA ist.

Praparat nach einem der Anspriche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass das pro-Protein
der Blutgerinnung VWF ist und der Rezeptor-Bindungskompetitor ein Gemisch aus Aproti-
nin und tPA ist.

Kombinationspraparat enthaltend Aprotinin und tPA zur medizinischen Verwendung.
Verwendung eines Praparats nach einem der Anspriiche 1 bis 5 zur Herstellung eines Mit-
tels zur Behandlung eines Patienten mit einem phanotypischen Gerinnungsfaktor-Mangel!.
Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der Patient VWF-defizient
ist,

Verwendung eines Praparates nach einem der Ansprliche 1 bis 5 zur Herstellung eines
Mittels zur Verléngerung der biologischen Halbwertszeit von Blutgerinnungsfaktor VilI in
vivo.

Verwendung eines Praparats nach Anspruch 9 enthaltend Aprotinin und tPA.

Verwendung eines pharmazeutischen Praparates enthaltend einen gerinnungsphysiolo-
gisch inerten Rezeptor-Bindungskompetitor ausgewshit aus der Gruppe bestehend aus
RAP, einer Mutante von RAP, einem Analogen von RAP und der Kombination aus dem
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Tissue-Typ plasminogenaktivator (tPa) und Aprotinin, zur Herstellung eines Mittels zur Ver-
langerung der biologischen Halbwertszeit von Blutgerinnungsfaktor VIil.

HIEZU 2 BLATT ZEICHNUNGEN
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