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Rizeni hojivého procesu

Oblast techniky

Tento vynalez se tykd pouZiti znamych farmaceuticky
aktivnich slougenin pro vyrobu produktu pro pouZiti pro
fizeni té&lesnych rannych hojivych procest zejména pri
prevenci  adhezi (srlista) a/nebo  tvorby  tkanéd jizvy,
pochazejici z fyzikalniho traumatu, vCetné poranéni,
chirurgického vykonu a popalenin, a také ze za&ndtu, a dale
farmaceutickych produktd pro pouziti pro fizeni télesnych

rannych hojivych procest.

Dosavadni stav techniky

Relativni pohyblivost mnoha organl lidského té&la je
nezbytnym pfedpokladem optimélni funkce. V tomto ohledu je
dilezité, Ze jsou tyto organy schopné se pohybovat a klouzat
vzhledem k sousednim organim a/nebo vzhledem k télesnym
dutinam, ve kterych jsou uzavfeny. Napfiklad, kdyby nebyly
jicen, Zaludek, stfeva, jatra a organy urogenitdlniho traktu
alesponi Castedn& pohyblivé vzhledem k sousednim organim
a brisni sténé a branici, nastaly by funké&ni poruchy, jako je
omezeni dychacich pohybi, cmezeny pohyb nitrob¥idnich
struktur, stfevni obstrukce a/nebo neplodnost.

JestliZe organ utrpi fyzikalni trauma, jako je poranéni,
chirurgicky wvykon, popalenina nebo elektricky Sok, nebo
prodéla =zanét jako nésledek patogenni pri¢iny, je jednim
z nevyhnutelnych néasledk® hojivych a zanétlivych procesd,
které né&sleduji, tvorba adhezi a tkans jizvy, které mohou

pfirozené omezit vyde zmin&nou pohyblivost organu.



Adheze a tka&l Jizvy se tvori jako né&sledek tvorby
fibrinové sitky s adherovanymi destickami po fyzikdlnim
poranéni nebo patogennim zadnétu, a né&sledné pfestavby
a nahrazeni této sitky granuladni tkani.

Slozita a typicky  vysoce nepravidelné struktura

z

fibrinové sitky s adherovanymi destidkami tvofené v Casném
stadiu po traumatu nebo jako nasledek zané&tu, je klicové
dileZitad v prtob&hu kazdého hojivého procesu. Ka?da fyzikalni
struktura, zejména filamenta a membrany, bez ohledu na to,
zda jsou difdzni nebo ostre ohraniCené, pusobi jako vodid& pro
invadujici granulaédni tkan. Tato nové tvorend tkanm e,
v souladu s mechanismem popsanym vySe, nakonec prestavéna na
tkan jizvy, uspofadanou jako fibrézni vldkna nebo membrany.
Butiky invadujici granulaéni tka&né& nemohou prakticky nikdy
plné nahradit plvodni bunky a v disledku toho tkaf neni nikdy
regenerovana, ale pouze opravena. To plati jak pro kZi tak
pro mukdézni membrany, vdéetné& téch, které lemuji té&lesné
dutiny, a také pro dalsi struktury, vc¢etn& svall, 3lach
a nerva. Krom& toho takto vytvofenad tkdfl jizvy se miZe &asem
kontrahovat a zastat kontrahovan&, deformujici a narusuijici
poranénou oblast.

Proliferace a invaze fibrinovych vlédken dokonce jen
nékolika bufikami granuladni tkané (vCetné angiogennich buné&k)
je obvykle postadujici pro vyvolani tvorby adhezi. Smér,
hustota a usporadani jednotlivych fibrinovych vlaken ve
fibrinové sitce s adherovanymi destickami sraZeniny poskytuje
informaci a urd&uje drédhu, kterou sméruji invadujici bunky
granulaCni tké&n&, a také specifické bufiky Jjako jsou
Schwannovy bufky. Mezibuné&lny fibrin se male ukléadat,
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Tedy struktura fibrinové sitky s adherovanymi desticdkami
je klicové dilezita pro navedeni invadujici granuladni tkand
a tedy 1 pro tvorbu adhezi a tkan& Jizvy.

Evropskd patentovd p#ihlaska EP 0 051 354 popisuje
polymerovou 1létku obalenou polysacharidem chitosanem, ke
kterému je pfipojen antitromboticky pfipravek heparin.

Patent Spojenych Statd &. 5 116 824 popisuje smésnou
latku obsahujici N-acylchitosan a kolagen, kterd je vhodna
pro kryti ran. Heparin mdZe byt zac¢lenén jako antitromboticky
pfipravek.

Zadny z t&chto dokument@ dosavadniho stavu techniky
nevyjevuje pouZiti zaFizeni popsaného zde pro prevenci tvorby
adhezi a/nebo  tkand jizvy po fyzikalnim traumatu, jako ie
poranéni nebo chirurgicky vykon nebo patogenni z&nét. Kromé
toho neni zmin&no pouZiti inhibitort trombinu, 2zvlasté
inhibitord trombinu s nizkou molekulovou hmotnosti.

Dale nebylo ani vyjeveno ani navrieno mozné kombinované
pouziti  fibrinolytickych pfipravkd a polysacharida pro

prevenci tvorby adhezi a/nebo tkand Jizvy.

Podstata vynalezu

Pfekvapivé jsme zjistili, Ze inhibitory trombinu
vyznamn& inhibuji nebo zabraniuji tvorb& adhezi a/nebo tkand
Jizvy po fyzik&lnim traumatu nebo patogennim zané&tu, a mohou
tedy byt pouZity p#i Fizeni ranného hojivého procesu v téle.

Prvni aspekt wvynalezu poskytuje pouZiti inhibitoru
trombinu pro vyrobu produktu pro pouZiti pro fizeni té&lesného
ranného hojivého procesu.

Zjistili jsme konkrétn&, e pro inhibici nebo prevenci

adheze spojené s fibrinem a/nebo tvorby tké&n& Jjizvy ijako



nasledek fyzik&lniho traumatu nebo patogenniho z&nétu mohou
byt pouZity inhibitory trombinu.

Terminem ,adheze spojené s fibrinem™ minime adhezi
plynouci z vytvoreni fibrinové sitky s adherovanymi
destickami (tj. sitky z fibrinu a bundk vCetné& destidek) po
fyzikdlnim traumatu nebo patogennim zanétu, jak bylo popsano
d¥ive v tomto textu.

Zjistili jsme, Ze inhibitory trombinu mohou byt pouzity
pro inhibici nebo prevenci tvorby adheze spojené s fibrinem
a/nebo tkané jizvy po fyzikalnim traumatu, v&etnd fyzikalniho
poranéni k8Ze nebo vnit¥nich organti, v&etnd& nahodného
poranéni, chirurgického vykonu, v&etné laparoskopickych
chirurgickych wvykond, nOotevrienych“ konvené&nich chirurgickych
vykonl gastrointestinalniho traktu a gynekologickych vykont,
chirurgickych vykont pri nadorovych onemocnénich,
ortopedickych vykong, (napf. 1é&ba zlomenin, implantace
protéz, vykony na Slachéach, svalech a vazech),
neurochirurgie, kardiochirurgie a hrudni nebo Grazové
chirurgie a =zavedeni katétrl, tepelném traumatu, vietné
popélenin, chemickém traumatu, véetn& expozice leptavym,
kyselym nebo zdsaditym latkam, a elektrického Soku.

Kromé toho jsme zjistili, Ze inhibitory trombinu mohou
byt pouZity pro inhibici nebo prevenci tvorby adheze spojené
s fibrinem a/nebo tk&ané jizvy plynouci z patogenniho z&nétu,
vCetné z&ndtu vzniklého jako nasledek chorobnych stavli, jako
jsou revmatoidni onemocnéni, systémové zand&tlivé reakce
a autoimunitni nemoci.

Dalsi aspekt wvynélezu poskytuje zp@isob inhibice nebo
prevence adheze spojené s fibrinem a/nebo tvorby tkané jizvy,
tento zplsob zahrnuje podavani inhibitoru trombinu

pacientovi, ktery tuto inhibici &i prevenci potrebuje.
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V pripad& chirurgického vykonu nebo patogenniho zandtu
miZe ,podadvani' nastat dle vhodnosti p¥ed, po nebo b&hem
chirurgického vykonu nebo na pocCatku chorobného stawvu.

Inhibitor trombinu md3e byt podavan bud 1lok&ln& nebo
systémové, ve form& farmaceutického pfipravku obsahujiciho
inhibitor trombinu ve farmaceuticky prijatelné davkové formé.
Davkové formy, které mohou byt pouZity pro 1lokdlni nebo
systémové podavani zahrnuji ty, které jsou odbornikém dobfre
znamy, napfiklad jak je popsdno v Lachman et al., ,Theory and
Practice of Industrial Pharmacy™, Lea a Febiger, 1986.

Terminem nfarmaceuticky prijatelnd davkova forma™ minime
davkovou formu, ktera je sterilni a vyhodné& nepyrogenni.

Konkrétné jsme =zjistili, Ze ve srovnini S podavanim
samotného polysacharidu ma spoleCné podavani polysacharidu
a inhibitoru trombinu =za nasledek inhibici nebo prevenci
adheze spojené s fibrinem a/nebo tvorby tkané jizvy.

Podle dalSiho aspektu vynalezu se tedy poskytuje zplsob
inhibice nebo prevence adheze spojené s fibrinem a/nebo
tvorby tkané& jizvy, pfi&em? tento zpUsob obsahuje spole&né
podavani polysacharidu a inhibitoru trombinu pacientovi,
ktery tuto inhibici &i prevenci potfebuje.

Inhibitor trombinu miZe byt spolegné podavan
S polysacharidem bud lokaln& nebo systémové. Krom& toho se
miZe spole&né podavani uskutecnit odd&leng, tj. nezavislym
podavanim inhibitoru trombinu pred, po nebo ve stejny cCas
jako podavani polysacharidu, vhodnym zplsobem, napfiklad
v pripadé& 1lokalni aplikace podavénim nebo infundovénim
roztoku inhibitoru trombinu prostfednictvim polysacharidového
produktu. Jako alternativa v pripadé lokalni aplikace muze
byt inhibitor trombinu pripojen k polysacharidu vhodnym

zpliscbem, nap?. impregnaci, fyzikalni nebo chemickou vazbou.



Vhodné inhibitory trombinu pro pouzZiti pro inhibici nebo
prevenci adheze spojené s fibrinem a/nebo tkané jizvy
zahrnuji hirudin a fragmenty hirudinu (tj. ty, které maji
alesponl 8 aminokyselin na karboxylovém konci, nap#. fragment
cbsahujici posledni aminokyseliny C-koncové &&sti znamé
sekvence hirudinu), biosyntetické analogy hirudinu (napt.
takové, které maji aZ od 10 do 12 aminokyselin, né&které
z nich Jjsou komerd&né dostupné), protein NAPc2, a inhibitory
trombinu s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZené na
peptidech.

Vyhodné inhibitory trombinu zahrnuji inhibitory trombinu
s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZené na peptidech.
Odbornikovi je zndmo, Ze termin ~inhibitory trombinu s nizkou
molekulovou hmotnosti zalcZené na peptidech™ zahrnuje
inhibitory trombinu s jednou aZ &ty¥mi peptidovymi vazbami,
a/nebo s molekulovou hmotnosti pod 1000, a zahrnuje
inhibitory, které jsou popsany v pfehledu Claessona v Blood
Coagul. Fibrin., 1994, 5, 411, a také inhibitory objevené
a popsané v patentu Spojenych  Stata ¢&. 4 346 078,
mezindrodnich patentovych prihiaskéach WO 93/11152,
WO 95/23609, WO 95/35309, WO 96/25426, WO  94/2933s,
WO 93/18060 a Wo 95/01168, a evropskych patentovych
pfihlaskach 648 780, 468 231, 559 046, 641 779, 185 390,
526 877, 542 525, 195 212, 362 002, 364 344, 530 167,
293 881, 686 642, 669 317 a 601 459.

Vyhodné inhibitory trombinu s nizkou molekulovou
hmotnosti =zaloZené na peptidech =zahrnuji ty, které jsou
obecné znamy jako ngatrany™. Konkrétni gatrany, které mohou
byt zminé&ny, zahrnuji HOCC-CH;- (R) Cha-Pic-Nag-H (znamy Jjako
incgatran, viz mezindrodni Latentovou prihlasdku WO 93/11152
a v ni seznam zkratek) a HOOC-CH,~ (R)Cgl-Aze-Pab-H (znémy

jako melagatran, viz mezindrodni patentovou prihléasku



WO 94/29336 a v ni seznam zkratek). Vyhodné inhibitory
trombinu zahrnuji konkrétné& melagatran.

P¥i inhibici nebo prevenci tvorby adhezi spojenych
s fibrinem a/nebo tkan& jizvy zavisi vhodné davky inhibitord
trombinu na pouZitém inhibitoru trombinu, vaZnosti 1é&g¢ené
choroby, stavu léCeného pacienta a zplsobu podé&ni. Vhodné
davky Jjsou ty, pfi nichZ se dosahuje primérné plazmatické
koncentrace v rozmezi 0,001 aZ 100 umol/1l, vyhodn& 0,005 a3
20 pmol/1 a zejména 0,009 aZ 15 pmol/l po dobu, po kterou je
nezbytna 1é¢&ba. Vhodné davky pro inogatran Jjsou ty, které
dosahuji primérné plazmatické koncentrace v rozmezi 0,1 az
10 umol/1 a wvyhodn& 0,5 a3 2 pumol/1, vhodné davky pro
melagatran jsou ty, které dosahuji primé&rné plazmatické
koncentrace v rozmezi 0,01 a3 5§ umol/l a vyhodn& 0,1 a3
1 umol/1.

O Z&dném z inhibitor trombinu zaloZeném na peptidech
S nizkou molekulovou hmotnosti, vCetné inogatranu
a melagatranu, nebylo dle pfihlaSovatelovy znalosti doposud
publikovano, Ze ovliviiuje aktivaci a agregaci trombocyta,
a tudiZ tvorbu tké&né& jizvy a adhezi pojivové tkéané.

DalSi aspekt vynalezu tedy poskytuje pouZiti inhibitort
trombinu s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZenych na
peptidech pro zabrédn&ni nebo omezeni aktivace a agregace
trombocyt.

Shledali Jjsme, Ze pouZiti fibrinolytického p#¥ipravku,
navic x inhibitoru trombinu nebo misto néj, ma& také za
nasledek inhibici nebo prevenci adheze spojené s fibrinem
a/nebo tvorby tkané jizvy. Konkrétné Jsme zjistili, Ze
spoleCné podavani polysacharidu a fibrinolytického p¥ipravku,
navic k inhibitoru trombinu nebo misto néj, mé také za
nadsledek inhibici nebo prevenci adheze spojené s fibrinem

a/nebo tvorby tkané& jizvy.



Priklady fibrinolytickych pripravkl, které mohou byt
pouZity, zahrnuji aktivatory plazminogenu (tPA),
Streptokindzu a urokinizu.

Vhodné polysacharidy, které mohou byt pouzZity, zahrnuji
ty, které jsou vhodné pro rizeni rannych hojivych procest,
napfiklad tedy ty, které se povazuji odbornikem za vhodné pro
vyrobu ve fyzikdlnich formach popsanych niZe, a tak usnadniuji
aplikaci polysacharidu na ranu. Konkrétni polysacharidy,
které mohou byt uvedeny, zahrnuji chitosany, hyaluronany,
chondroitinsulféty, dermatansulfaty, keratansulfaty
a heparansulfaty. Vyhodné polysacharidy zahrnuji chitosany.

Polysacharidy mohou byt vyrdb&ny v rdznych druzich
fyzikdlnich forem, v zédvislosti na 1é&ené Rasti téla,
Vv souladu s technikami, které jsou odbornik@m dobfe znamy.
Fyzik&lni formy, které mohou byt uvedeny, zahrnuji filmy,
membrany, gely, roztoky, wvlékna, tyCinky nebo trubilky
jakéhokoliv rozm&ru. Av3ak my preferujeme polysacharid ve
formé filmu, membrany nebo gelu.

V dal3im aspektu vynalez poskytuje farmaceuticky produkt
obsahujici polysacharid a inhibitor trombinu s nizkou
molekulovou hmotnosti zaloZeny na peptidech.

Produkty, Jjak Jjsou zde definované, maji vyhodu, e
vyznamné inhibuji a/nebo zabranuji tvorbé& adhezi spojenych
s fibrinem a/nebo tkané jizvy, Jjak popsano nize. Produkty
mohou také mit tu vyhodu, Ze jsou uc¢inné&jsi, vyvolavaji méné&
vedlejsSich Ucinkt nebo mohou mit dalsi uzitecné
farmakologické wvlastnosti ve srovnani s podobnymi produkty
znamymi z dosavadniho stavu techniky.

Vynalez dje ilustrovan pomoci né&sledujicich priklada,
které ho viak zadnym zptsobem neomezuji. Tabulka 1 zobrazuje
inhibici adheze spojené s fibrinem za pouziti inhibitoru

trombinu inocgatranu.



Pfiklady provedeni vynilezu

Pokusy na zvifratech se provadély v souladu s etickym
povolenim O 68/95, 69/95 a 70/95, udélenym Etickym vyborem

pro pokusy na zvifatech Univerzity Gothenberg.

Priklad 1

Poranéni  serdézniho povrchu aludku anestezovaného
dospélého 1laboratorniho potkana vyvolané p@sobenim 80%
kyseliny octové na oblast o praméru 7 mm po dobu 60 sekund
mélo opakovand za néasledek vytvofeni silnych a rozsahlych
adhezi, spojujicich a pevnd pripojujicich Zaludek ke stfevu,

omentu, jatrim a mén& obvykle ke slezing.

Priklad 2

Serdzni povrch Zaludku dospélého anestezovaného
laboratorniho potkana byl vystaven plsobeni 80% kyseliny
octové v oblasti o prémé&ru 7 mm po dobu 60 sekund. Po
oplachnuti pufrovanym fyziologickym roztokem byla oblast
prikryta chitosanovou membranou, nebo v alternativnim pokuse
gelem, s primé&rem o né&kolik milimetrt v&t3im ne3 poranéna
oblast. Bylo pozorovano, Ze se sniZil poCet a velikost
vytvorenych adhezi, které byly spojeny s jatry, stfevy

a omentem.

Priklad 3

Serdzni povrch Zaludku dospélého anestezovaného
laboratorniho potkana byl wvystaven pfisobeni 80% kyseliny

octové v oblasti o praméru 7 mm po dobu 60 sekund. Po
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opléchnuti pufrovanym fyziologickym roztokem byla oblast
pfikryta chitosanovou membranou, nebo v alternativnim pokuse
gelem, s prim&rem o né&kolik milimetrd vé&t3im nes poranéeéna
oblast. Na membrdnu se dennd kapalo 100 pul roztoku inhibitoru
trombinu HOOC-CH;- (R)Cgl-Aze-Pab-H (melagatran,
100-500 pg/mil, rozpuStény ve fyziologickém roztoku pufrovaném
fosfatem). V Z&dném pfipadé nebyla vytvofena absolutnd Zadna
pPremostujici tkaf, tj. adheze v disledku nahrady fibrinovych
vldken granulad&ni tkéni, mezi Zaludkem a jatry, strevy

a omentem po 2 aZ 5 dnech.

Priklad 4

Serdzni povrch Zaludku dospélého anestezovaného
laboratorniho potkana byl wvystaven p8sobeni 80% kyseliny
octové v oblasti o prim&ru 7 mm po dobu 60 sekund. Po
oplachnuti pufrovanym fyziologickym roztokem byla do
Peritonedlni dutiny implantovédna osmoticka minipumpa (Alza
2001, objem asi 220 pl, rychlost pumpovani asi 1 pl/h, Alza
Corp., Palo Alto, Ca, USA, pfedem naplnénd roztokem
melagatranu, 2-100 ug/ml), dodavajici 100 pl roztoku po dobu
téméf¥ tydne. Ve v3ech pfipadech se vytvofily pouze nesouvislé
jemné adheze z fibrinu, destiCek a dalsich krevnich bunék
a8 z nové vytvofené granuladni tkans mezi Zaludkem a jatry,
stfevy a omentem bé&hem nasledujicich a? 10 dng oSetfeni,

obCas byl nalezen nahodny velky svazek granuladni tkand.

Pfiklad 5

Serdzni povrch Zaludku dospé&lého anestezovaného
laboratorniho potkana byl wvystaven ptisobeni 80% kyseliny

octové v oblasti o priméru 7 mm po dobu 60 sekund. Po
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oplachnuti pufrovanym fyziologickym  roztokem byla do
peritonedlni dutiny implantovana osmoticka minipumpa (Alza
2001, objem asi 220 pl, rychlost pumpovéani asi 1 ul/h, Alza
Corp., Palo Alto, CA, USA, pfedem naplnénd roztokem
inhibitoru trombinu melagatranu, 2-100 pg/ml) a tyden
dodavala 100 ul roztoku, s ventilem pumpy pripojenym
k chitosanové membran&, nebo v alternativnim pokuse ke gelu,
s primérem o n&kolik milimetrd v&t3im neZ poranénd oblast.
Nebyla detekovana ani fibrinova sitka ani pruhy granulaéni
tkané mezi Zaludkem a jatry, stfevy a omentem PO dobu

sledovani az 10 dnd.

Priklad 6

Serdzni povrch Zaludku dospélého anestezovaného
laboratorniho potkana byl wvystaven p@sobeni 80% kyseliny
octoveé v oblasti o promé&éru 7 mm po dobu 60 sekund. Po
oplachnuti pufrovanym fyziologickym  roztokem byla do
peritonedlni dutiny implantovédna osmoticka minipumpa (Alza
2001, objem asi 220 pu1l, rychlost pumpovani asi 1 nl/h, Alza
Corp., Palo Alto, Ca, USA, pfedem naplné&nd roztokem
inhibitoru trombinu melagatranu, 2-100 Hg/ml), ventil pumpy
se ponechédval otevfeny a dodaval obsah pumpy do b¥isdni
dutiny. Poran&ni oblast byla prikryta chitosanovou membranou,
nebo v alternativnim pokuse gelem, s primérem o nékolik
milimetrd v&t3im nes poranéna oblast. Nebyla detekovéna ani
fibrinovad sitka ani pruhy granulaéni tkadné& mezi 3Zaludkem

a jatry, stfevy a omentem po dobu sledovéni aZ 10 dnf.
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Priklad 7

Serdézni povrch Zaludku dospélého anestezovaného
laboratorniho potkana byl vystaven p@sobeni 80% kyseliny
octové v oblasti o praméru 7 mm po dobu 60 sekund. Po
oplachnuti pufrovanym fyziologickym roztokem byla poranéné
oblast pfikryta chitosanovou membranou, nebo v alternativnim
pokuse gelem, s primérem o né&kolik milimetrd v&tSim neZ
poranénd oblast. Subkutinnd byla implantovina osmoticka
minipumpa (Alza 2001, objem asi 220 ul, rychlost pumpovani
asi 1 pl/h, Alza Corp., Palo Alto, CA, USA, pYredem naplnéni
roztokem inhibitoru trombinu melagatranu, 2-100 pug/ml),
ventil pumpy se ponechaval otevrfeny a dodé&val obsah pumpy do
sousedni tk&né&. Nebyla detekovina ani fibrinovéd sitka ani
pruhy granuladni tkand& mezi Zaludkem a jatry, strfevy

a omentem po dobu sledovani a? 14 dnug.

Priklad 8

Serdzni povrch Zaludku dospé&lého anestezovaného
laboratorniho potkana byl vystaven péascbeni 80% kyseliny
octové v oblasti o primé&ru 7 mm po dobu 60 sekund. Po
oplachnuti pufrovanym fyziologickym roztokem byla poranénd
oblast pfikryta chitosanovou membranou, nebo v alternativnim
pokuse gelem, s primdrem o nékolik milimetrd v&t3im nes
poranéna oblast. Do peritonedlni dutiny byla implantovéna
osmoticka minipumpa (Alza 2001, objem asi 220 upl, rychlost
pumpovani asi 1 pl/h, Alza Corp., Palo Alto, CA, USA, predem
naplnénd roztokem Streptokindzy zakoupené od Sigma Chemical
Co, St. Louis, Mo, USA) s ventilem pumpy spojenym s povrchem
chitosanové membrany a octevienym na ni. Nebyla detekov&na ani

fibrinovad sitka s adherovanymi  destickami  ani pruhy
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granuladni tké&né mezi Zaludkem a jatry, stfevy a omentem po

dobu sledovéni aZz 10 dno.

Priklad 9

Serdzni povrch Zaludku dospé&lého anestezovaneho
laboratorniho potkana byl vystaven plusobeni 80% kyseliny
octové v oblasti o priméru 7 mm po dobu 60 sekund. Po
opléachnuti pufrovanym fyziologickym roztokem byla poranéné
oblast pfikryta chitosanovou membrénou, nebo v alternativnim
pokuse gelem, s primérem o nékolik milimetrd vét3im neZ
poranéna oblast. Do peritonedlni dutiny byla implantovana
osmotickd minipumpa (Alza 2001, objem asi 220 pl, rychlost
pumpovani asi 1 ul/h, Alza Corp., Palo Alto, CA, USA, pfedem
naplnénd roztokem streptokindzy =zakoupené od Sigma Chemical
Co, St. Louis, Mo, USA) s ventilem pumpy udrZovanym volnym
a otevrenym. Nebyla detekovédna ani fibrinova sitka ani pruhy
nové vytvofené granuladni tkané spojujici Zaludek s Jatry,

stfevy a omentem po dobu sledovAni aZ 14 dnt.

Priklad 10

Serdzni povrch Zaludku dospélého anestezovaného
laboratorniho potkana byl vystaven plsobeni 80% kyseliny
octové v oblasti o primé€ru 7 mm po dobu 60 sekund. Po
oplachnuti pufrovanym fyziologickym roztokem byla poranéné
oblast prikryta chitosanovou membréanou, kterd mé&la primér
o nékolik milimetrh veét3si nez poranéna oblast. Do
peritonedlni dutiny byla implantovédna osmotickd minipumpa
(Alza 2001, objem asi 220 ul, rychlost pumpovéni asi 1 ul/h,
Alza Corp., Palo Alto, CA, USA, pfedem naplnénd roztokem

actilyse® (rekombinantni lidsky tkanovy aktivator



plazminogenu, Boehringer Ingelheim) S ventilem pumpy
udrZovanym volnym a otevienym. Nebyla  detekovéna ani
fibrinové sitka ani pruhy nové vytvorené granulacéni tkéné
spojujici Zaludek s jatry, stfevy a omentem po dobu sledovani

az 14 dna.

Priklad 11

U dospélého anestezovaného laboratorniho potkana byl
proveden fez ve stehné& pres kdZi do svalové tkand
a v definované oblasti (asi 10 x 15 mm) byla chirurgicky
odstranéna svalovd fascie. Réna byla wuzavfena stehem
a nakonec po 10 dnech otev¥ena pro pozorovani. Byly rozeznény
poCetné adheze a zjisté&n vyskyt granula&ni tkéné, kteréa
spojovala a pfipojovala poranénou oblast k sousednim svaltm,

svalovym fasciim, cévém a nervim, a také ke kQZi.

Priklad 12

U dospélého anestezovaného laboratorniho potkana byl
proveden fez <ve stehn& pFes kGZi do svalové tkané
a v definované oblasti (asi 10 x 15 mm) byla chirurgicky
odstranéna svalovd fascie. Svalovad fascie byla pokryta
chitosanovou membranou, nebo v alternativnim pokuse gelem, ke
kterému byla pfipojena hadidka z osmotické minipumpy, kteréd
byla implantovéna subkutdnné (Alza 2001, celkovy objem asi
220 pl, rychlost pumpovéni asi 1 pl/h, Alza Corp., Palo Alto,
CA, USA, pfedem naplnd&n&d roztokem inhibitoru trombinu
melagatranu, 0,2-100 pug/ml). Rana byla poté uzaviena stehem
a nakonec po 10 dnech otev¥ena a pozorovana. V&Znost
a rozméry adhezi vytvofenych mezi sousednimi strukturami byly

vyrazné sniZeny. Granulalni tk&% byla pfitomna zhruba
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v normalnim rozsahu a distribuci, ale pfevainé nebyla
spojujici a neptipojovala poranénou oblast k sousednim
svalim, svalovym fasciim, cévédm a nervam nebo kGZi, pri
srovnani s neoSetfenymi zvifaty a jak popséno v prikladu 11

vySe.

Priklad 13

Serdzni povrch Zaludku dospélych anestezovanych
laboratornich potkand byl vystaven plsobeni 80% kyseliny
octové v oblasti o priméru 7 mm po dobu 60 sekund, a poté
oplachnut pufrovanym fyziologickym roztokem. Jedna nebo vice
osmotickych minipump (Alza 2001, objem asi 220 pl, rychlost
pumpovani asi 1 pl/h, nebo Alza 2ML1, objem asi 2000 pi,
rychlost pumpovani asi 10 upl/h, Alza Corp., Palo Alto, CA,
USA, pfedem naplnénéd roztokem inhibitoru trombinu inogatranu,
65,86 ug/pl) byly tyden implantovany do DbFi3ni dutiny
a ventil pumpy byl ©ponechédn volny v Dbfisni dutiné
v sousedstvi poranéné oblasti. Nebyla  detekovéna ani
fibrinova sitka ani pruhy granulacni tké&né mezi Zaludkem
a jatry, strevy a omentem po dobu sledovani aZz 10 dnd, pfFi
plazmatickych koncentracich alespofi 0,5 umol/l (viz tabulka
1). Tvorbé& adhezi bylo tedy =zabréanéno zplsobem z&avislym na

davce.

Pfiklad 14

Serézni povrch Zaludku dospélych anestezovanych
laboratornich potkand byl vystaven pusobeni 80% kyseliny
octevé v oblasti o primé&ru 7 mm po dobu 60 sekund, & poté
cplachnut pufrovanym fyziologickym roztokem. Porandnid oblast

byla pfikryta hyaluronancvou nebo chitosanovou membranou
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s primérem o nékolik milimetrd v&t3im nes poranéna oblast. Do
peritoneadlni dutiny byla na tyden implantovéna kaZdému
zvifetl jedna osmotick& minipumpa (Alza 2001, objem asi 220
pul, rychlost pumpovéni asi 1 pl/h, Alza Corp., Palo Alto, Ca,
USA, pfedem napln&néd roztokem inhibitoru trombinu hirudinu
(Sigma Chemical Co, 8St. Louis, Mo, USA). Ventil pumpy byl
v bfi3ni dutiné umisté&n v sousedstvi poranéné oblasti a
jejiho polysacharidového  kryti. Nebyla detekovédna ani
fibrinovad sitka ani pruhy granuladni tkan& mezi Zaludkem

a jatry, stfevy a omentem po dobu sledovani a? 10 dnd.
Priklad 15

Serdzni povrch Zaludku dospélého anestezovaného
laboratorniho potkana byl vystaven phsobeni 80% kyseliny
octové v oblasti o priméru 7 mm po dobu 60 sekund, a poté
oplachnut pufrovanym fyziologickym roztokem. Porandna oblast
byla pfikryta hyaluronanovou nebo chitosanovou membrinou
S primérem o nékolik milimetrd v&t3im nes poranéna oblast. Do
peritonedlni dutiny byla na tyden implantovana osmoticka
minipumpa (Alza 2001, objem asi 220 ul, rychlost pumpovéani
asi 1 pl/h, Alza Corp., Palo Alto, Ca, USA, pFfedem naplnéna
roztokem  hirudinovych fragmentt (fragment se skléadal
z poslednich aminokyselin C-koncové &&sti znamé sekvence
hirudinu) Sigma Chemical Co, S5t. Louis, Mo, USA) a wventil
pumpy byl v b¥isni dutin& umist&n v sousedstvi poranéné
oblasti a jejiho polysacharidového kryti. U Z&dného zvifete
nebyla detekovédna ani fibrinova sitka ani pruhy granuladni
tkané mezi Zaludkem a Jjatry, stfevy a omentem po dobu

a
0 dna.

[}

sledovéani az
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Tab. 1. Vysledky pro inogatran

Cislo otnostlRychlostlDadvka [Davka [Koncent-Adhe- |Priamé&rna
;Potkana/ otkana {infaze race  Irence |koncentrace
Den plazm v plazmé
analyzy
g uL/h ug | pg/kg/h | pmol/L skére umol/L
163/1 532 "1 66 124 0.58
2 0.30
7 0.17 3
163/1 466 1"1 66 142 0.61
2 0.14
7 0.19 4 0.18
163/1 491 271 132 269 0.47
2 0.35
7 0.24 2
164/1 532 2°1 132 248 0.46
2 0.79
7 0.37 2 0.31
165/1 449 4°1 264 588 1.27
2 0.47
7 0.57 0
166/1 473 4°1 264 558 0.81
2 0.89
7 0.87 1 0.72
169/1 496 110 658 1327 2.52
2 2.11
7 Mensi tendence ke krvaceni 1.88 0
171/1 487 1°10 658 1351 1.13
2 4.23
7 MenSi tendence ke krvaceni 1.79 0 1.84
170/1 477 2'10 1317 2761 4.44
2 2.82
7 |Diftizni krvéceni, snifeny podet| 35.56 0
éervenych krvinek
Ve vSech pfipadech byla koncentrace inogatranu

v roztoku 65,85 ug/ul.
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZiti hirudinu, hirudinového fragmentu, inhibitoru
trombinu s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZeného na peptidu
nebo fibrinolytického pripravku k vyrobé& produktu pro pouZiti

pro fizeni télesnych rannych hojivych procest.

2. PouZiti  hirudinu, hirudinového fragmentu, inhibitoru
trombinu s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZeného na peptidu
nebo fibrinolytického pEipravku k vyrobé produktu pro pouZiti

pro inhibici nebo prevenci adheze spojené s fibrinem.

3. PouZiti hirudinu, hirudinového fragmentu, inhibitoru
trombinu s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZeného na peptidu
nebo fibrinolytického pfipravku k vyrobé produktu pro pouZiti

pro inhibici nebo prevenci tvorby tké&né jizvy.

4. PouzZiti podle kteréhokoliv z pfedchozich narokd 1 aZ 3,

kde produkt déle obsahuje polysacharid.

5. PouZiti podle néaroku 1, 2, 3 nebo 4, kde inhibitor
trombinu s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZeny na peptidu

je gatran.

6. PouZiti podle naroku 5, kde inhibitor trombinu s nizkou
molekulovou hmotnosti zaloZeny na peptidu je inogatran nebo

melagatran.

7. PouZiti podle n&roku 6, kde inhibitor trombinu s nizkou

molekulovecu hmotnosti zaloZeny na peptidu je melagatran.
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8. Pouziti podle kteréhokoliv z predchozich nérokd 1 aZ 7,
kde produkt obsahuje fibrinolyticky pfipravek v kombinaci
S hirudinem, hirudinovym fragmentem nebo inhibitorem trombinu

s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZenym na peptidu.

9. PouZiti podle kteréhokoliv z pfedchozich narokd 1 as 8,
kde fibrinolyticky pFipravek Jje aktivator plazminogenu,

streptokindza nebo urokinaza.

10. PouZiti podle naroku 4 nebo kteréhokoliv z naroki 5 az 9
v zavislosti na n&roku 4, kde se polysacharid vyrabi ve formé
filmu, membrény, gelu, roztoku, vlakna, tyCinky nebo trubidky

jakéhokoliv rozméru.

11. PouZiti podle n&roku 10, kde se polysacharid vyrabi ve

formé filmu, membrany nebo gelu.

12. PouZiti podle naroku 4, podle kteréhokoliv z narokd 5 a3
9 v zavislosti na naroku 4, naroku 10 nebo naroku 11, kde

polysacharid je chitosan.

13. Zplsob f#izeni té&lesnych rannych hojivych procest
vyznadcuijici S e t im, Ze zahrnuje podavani
hirudinu, hirudinového fragmentu, inhibitoru trombinu
s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZeného na peptidu nebo
fibrinolytického p#ipravku pacientovi, ktery toto #izeni

potfebuje.

14. Zplsob inhibice nebo prevence adhezi spojenych s fibrinem

vvyznacdcuijici S t im Ze =zahrnuje podavani

D

hirudinu, hirudinového fragmentu, inhibitoru trombinu

s nizkou molekuloveu hmotnosti zalo¥eného na peptidu nebo
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fibrinolytického p¥ripravku pacientovi, ktery tuto inhibici

nebo prevenci pottebuje.

15. Zplsob inhibice nebo prevence tvorby tkané Jizvy
vyznacuijici S e t im, Ze zahrnuje podavani
hirudinu, hirudinového fragmentu, inhibitoru trombinu

s nizkou molekulovou hmotnosti =zaloZeného na peptidu nebo
fibrinolytického pfipravku pacientovi, ktery tuto inhibici

nebo prevenci potfebuje.

16. Zpisob podle  kteréhokoliv 2z narokd 13 a3 15,
vyznacuijici S e t im, Ze =zahrnuje spoleé&né
podavéani polysacharidu s hirudinem, hirudinovym fragmentem
nebo inhibitorem trombinu s nizkou molekulovou hmotnosti

zaloZenym na peptidu.

17. Zptsob podle naroku 13, 14, 15 nebo 16,
vyznacuijici S e t im, Ze inhibitor trombinu

S nizkou molekulovou hmotnosti zaloZeny na peptidu je gatran.

18. ZplUsob podle naroku 17 vy znadujici se ¢t i m,
Ze inhibitor trombinu s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZeny

na peptidu je inogatran nebo melagatran.

19. Zpisob podle ndroku 18 vy znaduijici se t i m,
Ze inhibitor trombinu s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZeny

na peptidu je melagatran.

20. Zpisob podle naroku 16 nebo kteréhokoliv z narokd 17 a3
19 v z&vislosti na néroku 16, v vznacujici se

t 1 m, Ze polysacharid ie chitosan.
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21. Pouziti inhibitoru trombinu vybraného ze skupiny
sestavajici z hirudinu, hirudinovych fragment® a inhibitord
trombinu s nizkou molekulovou hmotnosti zaloZenych na peptidu

pro Fizeni té&lesnych rannych hojivych procest.

22. pPouziti inhibitoru trombinu s nizkou molekulovou
hmotnosti =zaloZeného na peptidu pro prevenci nebo redukci

aktivace a agregace trombocyti.

23. PouZiti podle naroku 21 nebo 22, kde inhibitor trombinu

S nizkou molekulovou hmotnosti zaloZeny na peptidu je gatran.

24. PouZiti podle naroku 23, kde inhibitor trombinu s nizkou
molekulovou hmotnosti zaloZeny na peptidu je inogatran nebo

melagatran.

25. PouZiti podle naroku 24, kde inhibitor trombinu s nizkou

molekulovou hmotnosti zaloZeny na peptidu je melagatran.

26. Farmaceuticky produkt vy zn a & u jici se t im,
Ze obsahuje polysacharid a inhibitor trombinu s nizkou

molekulovou hmotnosti zaloZeny na peptidu.

27. Produkt podle néaroku 26 v yznacuijici s e

t i m, Ze inhibitor trombinu je gatran.

28. Produkt podle naroku 27 v yznadcuijici s e

t 1 m, Ze inhibitor trombinu je inogatran nebo melagatran.

29. Produkt podle n&rcku 28 v yznacuijici s e

t 1 m, Ze inhibitor trcmbinu je melagatran.



30. Produkt podle kteréhokoliv z narokii 26 az 29,
vyznadcuijici s e t im, Ze  polysacharid e
chitosan.

31. Produkt podle kteréhokoliv z narokd 26 az 30,
vyznac¢cujici S e t 1im, Ze polysacharid je ve

form& filmu, membrany nebo gelu.

32. Produkt podle kteréhokoliv z narokd 26 az 31,
vyznacuijici S e t im, Ze inhibitor trombinu
S nizkou molekulovou hmotnosti zaloZeny na peptidu Jje

infundové&n prost¥ednictvim polysacharidu.
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