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Pripravok na zvy3enie mnoZstva kmefiovych buniek a pro-

genitorovych buniek v periférnej krvi cicavca, ktory obsa-
huje defibrotid v kombinacii s aspot jednym hematopoe-
tickym faktorom (prednostne G-CSF) majlcim kapacitu
mobilizovat hematopoetické progenitory.
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Pripravok majici mobilizadénd aktivitu

Oblast techniky

Predkladany vynédlez sa tyka ndvého spdsobu zvySenia
mnozstva kmeriovych buniek a progenitorovych buniek
v cirkulécii v pefiférnej krvi cicavca; pripravok je
charakterizovany podanim defibrotidu v kombinacii  alebo
Basovej stvislosti s asponl jednym hematopoetickym faktorom
majGcim kapacitu mobilizovat hematopoetické progenitory,

prednostne G-CSF.

Doteraj&i stav techniky

MoZnost ziskania zvySeného mnoZstva kmellovych buniek
a progeniporov?ch buniek v cirkulécii v periférnej krvi
cicavca a obzvlast ludského jedinca bolo vela rokov predmetom
intenzivneho v¥skumu; dostupnost kmefiovych buniek a/alebo
hematopoetickych progenitorov je predovéetk?m - dbleZita
v‘sektoroch, ako gl napriklad autoldédgne transplantacie
cirkulujdcich hematopoetickych progenitorov, alotransplantdcie
cirkulujicich hematopoetickych progenitorov a program génovej

terapie'cirkulujﬁcich hematopoetickych buniek.

Aj ked st po narodeni kmefiové bunky a progenitorové bunky
lokalizované takmer vyhradne v kostnej dreni, vykazuji jednako
migradné vlastnosti, &o znamena, ze za fyziologickych
podmignok migrujid cez dutiny kostnej drene a prechddzaji do
cirkuléacie. Tento postup beZne znédmy ako ,mobilizacia“ mdze
byt cicavcom amplifikovany r8znymi sp&sobmi, ako sd napriklad

podanie cytokinov a obzvlast rastovych faktorov



granulocytovych koldénii (G-CSF); obrdteny proces, znamy ako
.navradtenie", sa vyskytuje napriklad pri oZiarenych pacientoch
po transplantacii hematopoetickych buniek; mechanizmy, podla

ktorych mobilizdcia a navritenie prebiehaji, sd ale stale

nejasné (C.F. Craddock et al., ,Antibodies to VLA4 Integrin
Mobilize in Primates and Mice“, Blood, zv. 90, 5.12, 1997,
str. 4779-4788; F Prosper et al., ,Mobilization and Homing of

Peripheral Blood Progenitors is Related to Reversible
Downregulation. od a4Bl Integrin Expression and Function®
J.Clin. Invest., zv. 101, &.11, 1998, str. 2456-2467; M.
Vermuelen et. al., ,Role of Adhesion Molecules in the Homing
and Mobilization of Murine Hematopoetic Stem and Progenitor

Cells", Blood, zv. 92, &. 3, 1998, str. 894-900).

" G-CSF (CAS registradné d&islo 143011—2—7/Merck Index,

1996, str.4558) je hematopoeticky rastovy faktor, ktory je
nepostradatelny v proliferdcii a diferencidcii progenitorovych
buniek granulocytov; je to 18-22 kDa glykoprotein normilne
produkovany v odpovedi na Specifickd stimuldciu celym radom
buniek zahfflajGcich monocyty, fibroblasty a endoteli&lne
bunky. Termin defibrotid (CAS registradné &islo 83712-60-1)

normdlne identifikuje polydeoxyribonukleotid ziskany
extrakciou (US 3770720 a US 3899481) =zo %ivo&i%neho a/alebo
rastlinného tkaniva; tento polydeoxyribonukleotid je normilne
pouZity vo forme soli alkalického kovu, vSeobecne sodika.

Defibrotid je pouZivany hlavne pre jeho antitromboticki
aktivitu (US 3829567), aj ked sa md%Ze pou¥it v réznych
aplikéciéch, ako sU0 napriklad 1liedba akiitnej fenélnej

insuficiencie (US 4694134) a lieba akitnej ischémie myokardu
(US 4693995) . Patenty Spojenych Statov US 4985552 a US 5223609 _
kone¢ne opisuji postup vyroby defibrotidu, ktory umoZiluje

produktu, ktory je =ziskavany, konStantné a dobre definované



fyzikdlno chemické charakteristiky a je tieZ bez akychkolvek

neZiaddcich vedlajS$ich G&inkov.

Pre Ulely predkladaného vyndlezu by sme mali teda pod
terminom defibrotid rozumiet, Ze znamena akykolvek
oligonukleotid a/alebo polynukleotid =ziskany extrakciou zo
?ivo&is&neho a/alebo rastlinného tkaniva, obzvl&a8t z cicav&ich
orgénov. Defibrotid Jje prednostne produkovany v zhode so
spésobmi opisanymi v patentoch uvedenych hore, ktoré by hali
byt teda povaZované za integrdlnu &ast predkladaného opisu;
dokonca prednostnejsie je produkovany v zhode so sp&sobom

opisanym v patentoch Spojenych Statov US 4985552 a US 5223609.

Opis vynalezu

Prekvapivo sa teraz =zistilo, Ze Je moiné zvysit
mobilizdciu kmeniovych buniek a hematopoetick?ch.;progenitorov
podanim defibrotidu v kombindcii a/alebo v tesnej <&asovej
stvislosti s hematopoetickym faktorom majdcim kapacitu

mobilizovat hematopoetické progenitory.

Ako bude ocenené 2z Prikladov wuskutoénenia vynédlezu,
umo¥#uje podanie defibrotidu v kombindcii a/alebo tesnej
gasovej sivislosti s hematopoetickym faktorom majdcim kapacitu
mobilizovat hematopoetické progenitory dosiahnutie hladin
mobilizécie ovela v&&3ich, ako sd hladiny dosiahnutelné

podanim samotného hematopoetického faktora.

Ciel predkladaného vyndlezu Jje preto reprezentovany
pripravkom obsahujdcim ako ,aktivne 1latky" defibrotid
v kombinédcii s asporni jednym hematopoetickym faktorom majidcim
kapacitu mobilizovat hematopoetické progenitory, prednostne G-

CSF. Vo svojej prednostnej forme je tento pripravok zloZeny



z injekd&ného vodného roztoku; alternativne mdZe byt tento
pripravok zloZeny z dvoch rdznych pripravkov, jedného
obsahujiceho defibrotid a druhého obsahujdceho hematopoeticky
faktor majaci kapacitu mobilizovat hematopoetické progenitory.
Pripravok podla predkladaného vyndlezu je preto vytvoreny ako
komcinovany pripravok na simulténne, separdtne, alebo
sekventné pouZitie hore zmienenych aktivnych zloZiek za dG&elom
zvySenia mnoZstva kmefiovych buniek a/alebo hematopoetickych

progenitorov v cirkulédcii v periférnej krvi cicavca.

Druhy = ciel predkladaného‘ vyndlezu Jje reprezentovany
pouZitim defibrotidu v kombindcii s aspoii jednym
hematopoetickym faktorom majicim kapacitu mobilizovat
hematopoetické progenitory na pripravu pripravkov schopnych
zvy3it mnoZstvo kmeflovych buniek a/alebo hematopoetickych
progenitorov v cirkulédcii v periférnej krvi cicavca,

prednostne ludského jedinca.

Kone&ne dalsi  ciel predkladaného vyndlezu je
reprezentovany spdsobom zvySenia mno¥stva kmeriovych buniek
a/alebo progenitorov v periférnej krvi cicavca, kde tento
spdsob je charakterizovany podanim defibrotidu cicavecovi
v kombindcii  alebo &asovej sGvislosti s aspoii jednym
hematopoet ickym faktorom majdcicm kapacitu moblizovat

hematopoetické progenitory.

Hematopoeticky faktor pouzity na uskutocénenie
experimentov, ktoré vedd k predkladanému vynalezu, je G-CSF;
aviak, nemalo by sa vylG&it, Ze podobné v¥sledky md3u byt
ziskané s hematopoetickymi faktormi, ktoré sd iné ako G-CSF,
ale predovSetkym majd kapacitu mobilizovat hematopoetické
progenitory, ako sG napriklad rastovy fator granulocytovych

a makrofagovych kolénii (GM-CSF), ,Glt3 ligand“ (FL), ,faktor

)



kmefiovych buniek“ (SCF), trombopoetin (TPO), interleukin 8
(IL-8) a dalSie, ktoré budd zndme osobdm pohybujicim sa
v odbore.

Defibrotid pouzity v kombinacii s G-CSF v prvej
experimentélnej faze bol defibrotid v sGasnosti pontkany na
trhu spolonostou Crinos Spa pod nézvom Prociclide™
a produkovany v zhode s postupom opisanym v patentoch

Spojenych Sta&tov US 4985552 a US 52236009.

Co sa tyka spdsobu podania dvoch aktivnych zloZiek, tieto
nie st obmedzujlice pre u&ely vyndlezu. MdZeme povedat, Ze
defibrotid a hematopoeticky faktor majlci kapacitu mobilizovat
hematopoetické progenitory sa mdZu podavat cicavcom (a

obzvl4&t Iudskym jedincom) v zhode so spbSsobmi a posolégiou

znamymi v.odbore; vSeobecne sa mdZu podavat perorélne,
intramuskuléarne, intraperitoneédlne, subkutéanne alebo
intravendézne, kde posledny menovany spbsob Jje spdsobom
prednostnym.

Dve aktivne zloZky sa mdZu tieZ podavat silasne alebo
postupne. Mali by sme povedat, Ze v prvom pripade siG podavané
prostrednictvom jedného pripravku, ktory obsahuje obidve
aktivne zlo¥ky, a do ktorého boli volitelne pridané obvyklé
excipientné a/alebo koadjuvantné 1latky znadme v odbore;
alternativne méZu byt dve aktivne zloZky podané sekvendéne,
predovSetkym pomocou dvoch r&znych pripravkov, jedného
obsahujiceho hematopoeticky faktor majici kapacitu mobilizovat
hematopoetické progenitory, prednostne  G-CSF, a druhého

obsahujticeho defibrotid.

G-CSF sa vSeobecne podava subkutédnne v davke 5 aZ 24
ug/kg, zatial &o DEF sa poddva kontinudlnou infdziou v davke 5

az 15 mg/kg/hodinu po dobu 2 - 7 dni.



Ako bude ocenené z Prikladov uskuto&nenia vynalezu, ktoré
si zamy3lané 1len .ako neobmdezujica ilustrédcia vynélezu,
umoZiluje kombinované podanie G-CSF a defibrotidu my%iam, ako
najbeZnej8iemu experimentdlnemu mySaciemu modelu, a opiciam
dosiahnutie hladin mobilizdcie ovela vy83ich, ako si hladiny
dosiahnutelné podanim G-CSF samotného s jasnymi vyhodami pre
v8etky terapeutické sektory, pre ktoré sd vysoké hladiny

mobilizécie Ziadice.

Priklady uskutodnenia vynélezu

Priklad 1

Experiment sa uskuto&nil =za G&elom vyhodnotenia G&inku
podavania G-CSF a/alebo defibrotidu (DEF) na mnoZstvo bielych
krviniek (WBC) pritomnych v krvi my3i. My8i BALB/c staré 6 a¥
8 tyZdilov a majlce vdhu od 20 do 25 g boli podrobené
intraperitonedlnym (IP) injekcidm G-CSF (5 ug/my3/defi), DEF (1
mg/mys/deil) alebo kombindcii G-CSF (5 ug/my3/dedi) a zvydujicim
sa davkam DEF (1, 10, 15 mg/my3/defl). Roztok soli pufrovany na
0,1% mySacieho sérového albuminu (PBS/MSA) sa podaval 1IP
injekciou na kontrolu my8i, ktorym sa nepodaval G-CSF a/alebo
DEF. My8§i sa liefili 5 dni a usmrtili po 3 alebo 5 diioch
lieCby, alebo 3 dni po ukon&eni lielby. Vysledky tohto
experimentu s uvedené na Obrédzku 1. Pou%ili sa nasledujice
symboly na reprezentdciu kaZdej skupiny my3i: G-CSF (® ) (n =
24), DEF 1 (0) (n = 3), G-CSF+DEF 1 (¢) (n = 13), G-CSF + DEF
10 (A) (n = 6), G-CSF + DEF 15 (®) (n = 23). Priemerny podet
bielych krviniek v PBS/MSA v kontrolovanych mySiach bol 2,87 +
0,2 x 10°/ml krvi; ddaje sd vyjadrené ako priemer 1 Standardni

chyba priemeru (SEM).



Priklad 2

Mobilizacné kinetiky buniek tvoriace celkové kolénie
(CFC) na mililiter krvi myS8i z Prikladu 1. Priemerny polet CFC
v PBS/MSA kontrdlnych myS8i bol 39 + na ml krvi; ddaje si
uvedené na Obréazku 2 a sG vyjadrené ako priemer i SEM odvodeny
z dubletov kultdr so vzorkami od kaZdého zvierata v kaZdom

¢asovom bode.
Priklad 3

Zmeny vo frekvencii celkovych CFC (CFU-GM + BFU-E + CFU-
Mix + HPP-CFC) na 10° buniek periférnej krvi my3i zmienenych
v Priklade wuskutoénenia vyndlezu 1. Priemerny polet CFC
v PBS/MSA kontroldélnych my3i bol 3,5 + 1; Gdaje si vyjadrené
ako priemer + SEM odvodeny z dubletov kultdr so vzorkami od

ka?dého zvierata v kaZdom Easovom bode.
Priklad 4

Celkové CFC (CFU-GM + BFU-E + CFU-Mix + HPP-CFC) na
mililiter krvi 5 po diiovej lielbe mysi z Prikladu uskuto&nenia
vyndlezu 1; ddaje si uvedené na Obrazku 4 a s vyjadrené ako
priemer + SEM odvodeny =z dubletov kultir so vzorkami od

ka¥dého zvierata v kaZdom dasovom bode.
Priklad 5

Frekvencia celkovych CFC (CFU-GM + BFU-E + CFU-Mix + HPP-
CFC na 10° buniek periférnej krvi my3f zmienenych v Priklade
uskutoénenia vynédlezu 1. Udaje si uvedené na obrazku 5 a sd
vyjadrené ako priemer + SEM odvodeny 2z dubletov kultdr so

vzorkami od kaZdého zvierata v kaZdom cGasovom bode.



Priklad 6

Experiment sa uskutolnil za dG&elom vyhodnotenia uU&inku
poddvania G-CSF a/alebo defibrotidu (DEF) na mno¥stvo
hematopoetickych progenitorov/kmefiovych buniek (High-
Proliferative Potentia-Colony Stimulating Cells, alebo HPP-
CFC) v cirkuldcii v periférnej krvi opic. 8&tddia bola
uskutoCnend na makakoch (Macaca Mulatta) starych 4 -6 rokov
v dobrom zdravotnom stave, a ktoré mali normalne hodnoty
‘hematologickych aj biochemickych testov. G-CSF sa davkoval
subkutanne, 100 ug/kg, 5 dni na dva cykly; DEF sa davkoval 15
mg/kg/hodinu kontinudlnym infdznym systémom po dobu 5 dni
v druhom cykle. Zvieratd boli po krvacani, podavanie G-CSF
a vymena liekového vrecka podrobenid anestézii. Vysledky tohto
experimentu si uvedené na Obrézku 6, z ktorého je wvidiet, Ze
kombinované podavanie G-CSF a defibrotidu umoZifiuje mobiliziciu
HPP-CFC opic, ktord je zhruba 8 krat vy&Sia ako mobilizécia

dosiahnutd podadvanim G-CSF samého.
Zavery

Ako je velmi dobre vidiet z Gdajov na Obridzku 1, vedie
kombinované podavanie G-CSF a defibrotidu na vyznamné zvySenie
mnoZstva bielych krviniek v krvnej cirkuldcii my%i. Zv1&st
musime poznamenat, Ze podavanie defibrotidu samotného neméa
pozitnivny vplyv na wmnoZstvo bielych krviniek v cirkulécii;
kombinacia G-CSF a defibrotidu preto produkuje prekvapivy na
davke zavisly efekt zvySenia po&tu bielych krviniek, ktory nie

je Cistym sGftom dvoch G&inkov, ktoré sd na sebe nezivislé.

Obrazky 2 aZ 5 jasne ukazujli, Ze kombinované podavanie G-
CSF a defibrotidu umoZfiuje hladiny mobilizacie dosiahnutelné

u mys$i, ktoré s 10 aZ 100 Kkrat vyi%ie ako mobilizacie



dosiahhuteIné podavanim G-CSF samotného. Konelne Obréazok 6
potvrdzuje, Ze kombinované podavanie G-CSF a defibrotidu
umoZiiuje mobiliz&ciu kmefovych buniek opic, ktord je zhruba 8
krat vy38ia ako mobilizdcia dosiahnutelnid podanim G-CSF

samotného.

Kombinovany efekt dvoch aktivnych zloZiek je 25visl? na
davke, pretoZe hladiny mobilizicie sa zvySuji proporciondlne
s mnoZstvom podadvaného defibrotidu; najvys3i wmobiliza&ny
vrchol je dosiahnuty vo vS8etkych pripadoch pribliZne piaty detft

po podani.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pripravok obsahujlGci ako aktivne 1l&atky defibrotid
a asporn jeden hematopoeticky faktor majiaci kapacitu

mobilizovat hematopoetické progenitory.

2. Pripravok podla patentového ndroku 1, vy znaé&u-
jadci sa tym Ze hematopoeticky faktor majdci kapacitu

mobilizovat hematopoetické progenitory je G-CSF.

3. Pripravok podla patentového ndroku 1, vy znacu-

jideci sa tym Ze sa jednd o vodn§y roztok.

4. Pripravok podla patentového ndroku 1 zlo¥eny z dvoch
odlisnych separatne podavanych pripravkov, jedného
obsahujdceho hematopoeticky faktor majdci kapacitu mobilizovat

hematopoetické progenitory, a druhého obsahujiceho defibrotid.

5. Pripravok obsahujlci defibrotid a aspofi jeden
hematopoeticky faktor majdci kapacitu mobilizovat
hematopoetické progenitory ako kombinovany pripravok na
simultdnne, separdtne, alebo sekven®né pouZitie =za G&elom
zvySenia mnoZstva kmelovych buniek a/alebo hematopoetickych

progenitorov v cirkuldcii v periférnej krvi cicavca.

6. Pripravok podla patentovych ndrokov 1 - 5 dalej

obsahujici beZné excipientné a/alebo koadjuvantné 1l&tky.
7. PouZitie defibrotidu v kombindcii s aspofi jednym

hematopoetickym faktorom majlicim kapacitu mobilizovat

hematopoetické progenitory na pripravu pripravkov schopnych

10



zvy$it wnoZstvo kmefiovych buniek a/alebo hematopoetickych

progenitorov v periférnej krvi cicavca.

8. PouZitie podla patentového ndroku 7, vy znac¢u-

j Gce s a tym Ze hematopoeticky faktor majidci kapacitu

mobilizovat hematopoetické progenitory je G-CSF.

9. Spbésob zvySenia kmelovych buniek a hematopoetickych
progenitorov v cirkulécii v periférnej krvi cicavca vy z n a-
Cujlidci sa tym Ze defibrotid je podédvany cicavcovi
v kombinéacii alebo casovej sivislosti s aspoili  jednym
hematopoetickym faktorom majdcim kapacitu mobilizovat

hematopoetické progenitory.

10 . Spdsob podla patentového naroku 9, vyznadéu -

jdci s a t ¥ m Ze hematopoeticky faktor majlci kapacitu

mobilizovat hematopoetické progenitory je G-CSF.

11. Spdsob podla patentového ndroku 10, vyznadcu -
jdci sa t ¥ m Ze G-CSF je podédvany v davke 5 aZ 24

ug/kg a defibrotid je podavany v davke 5 a% 15 mg/kg/hodinu.
12. Spdsob podla patentového ndroku 11, vy znadu -
Gci sa tym Ze G-CSF a defibrotid si podavané po dobu

2 - 7 dni.

13. Spdsob podla patentového ndroku 9, vyznacdc¢u -

jdci sa tym Ze cicavcom je ludsky jedinec.

11
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