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Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische Zusammensetzung mit thrombolytischer Wirkung
(Thrombosemittel).

Unter Thrombose versteht man eine krankhafte Blutgerinnung innerhalb von Gefalen, meist
von Venen, aber auch von Arterien, die zum GefaRverschluf fuhrt. Als Folge treten bei der Venen-
Thrombose Zeichen der Blutstauung auf, wie blauliche Verfarbung und Odem, sowie Schmerzen
und MiBempfindungen. Eine Thrombose ist durch die Gefahr des Weitertransportes von Gerinnseln
in Organe, wie Niere, Hirn oder Lunge (Embolie) besonders gefahrlich.

Ursache von Thrombosen sind Schaden der Gef4Bwand, die zur Anlagerung von Thrombocy-
ten flhren, sowie Storungen in der Regulation der Blutgerinnung (z.B. durch Mangel an Antithrom-
bin Ill) sowie Veranderungen der FlieReigenschaften des Biutes mit Wirbelbildung und Zirkulati-
onsbehinderung, wie z.B. bei langerer Bettlagerigkeit.

Die Behandlung der Thrombose kann auf 2 verschiedenen Wegen erfolgen, namlich (1) durch
eine medikamentése Auflésung des Gerinnsels (durch Thrombolyse), und (2) insbesondere bei
nicht aufldsbaren Gerinnseln durch einen operativen Eingriff. Daneben besteht selbstverstandlich
auch die Moglichkeit eine Kombination von (1) und (2).

Insbesondere zur Behandlung von Patienten, die zu Thrombosen neigen, bietet sich die vor-
stehend als (1) bezeichnete medikamentose Aufldsung, d.h. die Thrombolysetherapie an. Dabei
wird intravaskuléres Fibrin aufgeldst und ein Thrombus verkleinert bzw. eliminiert. Der Erfolg einer
Thrombolysetherapie héngt dabei nicht zuletzt von einer raschen Aufiésung eines Thrombus ab,
damit die Perfusion eines BlutgefaRes zu einem moglichst frihen Zeitpunkt wieder hergestelit
werden kann.

Venose und arterielle Thromben, die embolisch oder am Ort des thrombotischen BlutgefaRver-
schlusses entstehen, enthalten Fibrin. Dieses Fibrin kann durch das fibrinolytisch wirksame Enzym
Plasmin lysiert werden, wodurch der Thrombus aufgelést wird.

Plasmin ist die Bezeichnung fir das proteolytische Enzym, eine Serin-Proteinase, das aus
Fibrin bestehende Blutgerinnsel zu I¢slichen Produkten (Fibrinopeptiden) abbauen kann, also als
Fibrinolyticum (Thrombolyticum) wirksam ist. Bei Bedarf entsteht Plasmin am Ort des Gerinnsels
aus der inaktiven Vorstufe Plasminogen, d.h. dem Zymogen des Plasmins, das in einer Konzentra-
tion von etwa 200 mg/ml Blut-Plasma vorkommt.

Die Aktivierung des Plasminogens zur Plasmin erfolgt durch verschiedene Plasma-Faktoren
oder durch zu den Serin-Proteinasen gehérenden speziellen Plasminogen-Aktivatoren, wie Uroki-
nase oder den Gewebs-PA (tPA, tissue plasminogen activator), der auch mit dem GefaRwand-PA
identisch ist. tPA besitzt ein Molekulargewicht von 72000 und setzt sich aus verschiedenen Struk-
turbausteinen (Domanen) zusammen, die durch Disulfidbriicken stabilisiert werden, namlich eine
Finger-, Wachstumsfaktor-, zwei Kringel- und eine Serin-Proteinase-Domane. Mit Hilfe der Kringel-
Domanen bindet der tPA an Fibrin-Gerinnsel und wird dadurch dazu aktiviert, das gleichfalls dort
gebundene Plasminogen zu spalten.

So wird z.B. Streptokinase, ein exogener Aktivator aus Streptokokken, der selbst weder Kina-
se-typische oder proteolytische Aktivitat besitzt, erst nach Komplexbildung mit Plasminogen enzy-
matisch auf Plasminogen ein (J. Biol. Chem 253 (1987) 1090-1 094).

Im Rahmen einer Thrombolysetherapie ist es deshalb wblich, ein als Plasminogenaktivator
wirksames Enzym zu verabreichen 7 ein solches sogenanntes thrombolytisch wirksames Enzym
kann beispielsweise tPA, Urokinase, pro-Urokinase, Streptokinase und Staphylokinase sein.

V.V. Kakkar und F.M. Scully, Haemostasis 18: Suppl. 1 (1988) 127-138 beschreiben die
Thrombolysebehandlung von Patienten durch eine Infusion von Plasminogen und einer anschiie-
Benden Infusion von Streptokinase zur Aktivierung des Plasminogens in vivo; zum Vergleich wur-
den Patienten mit Streptokinase allein behandelt. Dabei hat sich gezeigt, dall die konsekutive
Verabreichung von Plasminogen und Plasminogenaktivator der alleinigen Verabreichung von
Streptokinase uberlegen war.

Von A. Schoppmann et al., Haemostasis 18 Suppl. 1 (1988) 157-163 wird zur Thrombolyse-
therapie die Verabreichung von Lys-Plasminogen anstelle des nativen Glu-Plasminogens vorge-
schlagen. Lys-Plasminogen ist ein in der Literatur verwendeter Sammelbegriff fur proteolytisch
modifizierte Formen des nativen Plasminogens (Glu-Plasminogens), die aus diesem durch Abspal-
tungen eines Polypeptids von NH2-Terminus erhalten werden. Als N-therminale Aminosaure der
heute bekannten Spezies des Lys-Plasminogens wurden bisher Lysin, Methionin und Valin nach-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 408 614 B

gewiesen. Im Gegensatz zum Molekulargewicht von Glu-Plasminogen, das bei 90000 - 94000 liegt,
werden fir Lys-Plasminogen Werte von etwa 80000 angegeben. Lys-Plasminogen hat den Vorteil,
das es mit einer hoheren Affinit4t an Fibrin adsorbiert und mit einem Plasminogenaktivator rascher
zu Plasmin umgewandelt werden kann. Lys-Plasminogen wird beispielsweise aus Plasma herge-
stellt und zur Virusinaktivierung behandelt, um die Ubertragung von infektiosen Agentien auszu-
schiielen.

Die kombinierte Verabreichung von Plasminogen mit einem Plasminogenaktivator kann aber
auch in Form eines Komplexes aus den beiden Komponenten erfoigen. Y. Takada und A. Takada,
Thrombosis Research 54 (1989), 133 bis 139 beschreiben die Bildung eines equimolaren Komple-
xes aus Streptokinase und Piasminogen. Dieser Komplex fuhrt in Gegenwart von Fibrin zu einer
raschen Bildung von Plasmin. In Abwesenheit von Fibrin oder Fibrinogen kommt es jedoch nur zu
einer langsamen und unzureichenden Umwandlung des Streptokinase-Plasminogen-Komplexes zu
einem Streptokinase-Plasmin-Komplex.

Aus der EP-B-0337817 ist ebenfalls ein Komplex aus Plasminogen und einem Plasminogenak-
tivator, némlich Staphylokinase, bekannt. Der Komplex wird im equimolaren Verhéltnis hergestelit
und isoliert, wodurch keine freie Staphylokinase mehr anwesend ist. Bei der Komplexbildung
kommt es zur teilweisen Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin, weshalb effektiv ein Staphylo-
kinase/Plasminogen (Plasmin)-Komplex vorliegt. '

Wenn eine direkte Verabreichung des fibrinolytisch wirksamen Enzyms Plasmin gewinscht
wird, so wird das Plasminogen in vitro zu Plasmin umgewandelt. Dabei wird aus Grinden des
autolytischen Abbaus das Plasmin zumeist durch Zusatz Ublicher Stabilisatoren stabilisiert. Die
Herstellung von Plasmin kann beispielsweise wie in WO-A-93/07893 beschrieben erfolgen. Plas-
minogen wird mit einem immobilisierten Piasminogenaktivator in Kontakt gebracht, um auf die
Weise das aktive Plasmin zu erhalten; dabei wird darauf geachtet, dass die Plasminpréparation
keinen Gehalt an Plasminogenaktivator mehr aufweist.

Die EP 0 307 847 A2 und die EP 0 310 065 A2 betreffen einen Aktivator fur die Fibrinolyse, der
Plasminogen als Aktivator und single-chain-pro-Urokinase (SCP-Urokinase) umfasst. SCP-Uro-
kinase wird durch Proteolyse durch Plasmin in die doppelkettige Form umgewandelt und dadurch
aktiviert, wonach die Doppelketten-Urokinase als Plasminogenaktivator wirkt. Die SCP-Urokinase
selbst weist nur eine geringe fibrinolytische Aktivitét auf. Die SCP-Urokinase wird also erst nach
Verabreichung durch das im Kérper vorhandene Plasmin aktiviert, demnach wird Plasminogen
ebenfalls erst im Kérper, nach der Umwandiung in aktive Urokinase, aktiviert.

In der US 4 774 087 wird eine Zusammensetzung umfassend Mikroplasmin bzw. Mikroplasmi-
nogen beschrieben. Diese Mikroformen stellen kieine aktive Enzyme dar, die durch autolytische
Reaktion aus Plasmin und Plasminogen in einem alkalischen pH-Bereich gebildet werden. Das
Plasmin wird nach Inkubation in der alkalischen Losung mittels Affinitatschromatographie gereinigt.
Diese Schrift betrifft lediglich die Umwandlung von Plasmin und Plasminogen in Mikroplasmin und
Mikroplasminogen.

Die Zusammenfassung 209930n (Chemical Abstracts, Vol. 110, 1989, S. 488) betrifft einen
Versuch, bei dem gezeigt wird, dass die Thrombolyseaktivitdt von Plasminogen zusammen mit
einem rekombinanten Gewebeplasminogenaktivator (rtPA) gleich ist der Aktivitét von Plasminogen-
aktivator alleine. Hingegen wird die Thrombolyseaktivitat erhéht, wenn die Thrombose bereits mit
Lys-Plasminogen angereichert ist und erst dann tPA verabreicht wird.

Aufgabenstellung der vorliegenden Erfindung ist die Bereitsteliung eines Plasmin enthaltenden
pharmazeutischen Praparates mit verbesserter thrombolytischer Wirkung, das einfach und kosten-
gunstig herzustellen ist, und auf einfache und sichere Weise appliziert werden kann.

Diese Aufgabenstellung wird mit der vorliegenden Erfindung gelést.

Gegenstand der Erfindung ist ein pharmazeutisches Préparat mit thrombolytischer Wirkung
nach Anspruch 1, das Plasmin und einen Plasminogenaktivor, der zumindest teilweise, vorzugs-
weise zu mindestens 30 %, und in erster Linie zu mindestens 50 % freier Form, also in nicht-
komplexgebundener Form, vorliegt, zusammen mit Ublichen pharmazeutischen Hilfs- und/oder
Tréagerstoffen, enthalt.

Bevorzugte Ausfuhrungsformen davon sind Gegenstand der Anspriiche 2 bis 12.

Weiterer Gegenstand ist die Verwendung nach Anspruch 13 einer erfindungsgemafen Zu-
sammensetzung zur Herstellung eines Arzneimittels zur systemischen oder lokalen Applikation,
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und die Verwendung nach Anspruch 14 von Plasmin zusammen mit Plasminogenaktivator und
gegebenenfalls Plasminogen(en) zur Herstellung eines Arzneimittels.

Bevorzugte Ausfuhrungsformen dieser Verwendungen sind Gegenstand der Anspriiche 15 und
16.

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren gemaf Anspruch 17 zur Herstellung einer
erfindungsgematen Zusammensetzung, das dadurch gekennzeichnet ist, daR man die Komponen-
ten Plasminogen und/oder Plasmin mit einem Plasminogenaktivator vermischt und gegebenenfalls
inkubiert, um Plasmin zu bilden.

ZweckmaBige Ausgestaltungen dieses Verfahrens sind Gegenstand der Anspriiche 18 bis 24.

Eine zweckméRige Ausgestaltung der erfindungsgemaRen Zusammensetzungen ist Gegen-
stand von Patentanspruch 25.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren gemaR Patentanspruch
26 zur Herstellung eines Plasmins fur eine erfindungsgemaRe Zusammensetzung, erfindungsge-
mafe Verwendung oder ein erfindungsgeméRes Verfahren.

ZweckmaRige Ausgestaltungen davon sind Gegenstand der Anspriiche 27 bis 29.

Weiterer Gegenstand ist auch die Verwendung einer erfindungsgemaien Zusammensetzung
oder der Komponente Plasmin, Plasminogenaktivator und gegebenenfalls Plasminogen(e) gemanl
Patentanspruch 30 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von thrombotischen Er-
scheinungen bei Saugern.

Unter Plasmin wird dabei erfindungsgeman ein "aktives Plasmin" verstanden, d.h. ein fibrinoly-
tisch wirkendes Plasmin, z.B. ein aus seinem zymogenen Plasminogen in vitro erhaltenes und
gegebenenfalls stabilisiertes Plasmin.

Uberraschenderweise wurde gefunden, daR die erfindungsgemaRle Zusammensetzung, die
neben Plasmin einen Plasminogenaktivator in zumindest teilweise freier Form enthélt, eine hervor-
ragende thrombolytische Wirkung zeigt, die der unter alleiniger Verwendung von Plasmin zu erzie-
lenden Wirkung Uberlegen ist.

Dies war z.B. aufgrund des vorstehend genannten Standes der Technik, wonach z.B. Strepto-
kinase, ein exogener Aktivator, erst nach Komplexbildung mit Plasmin(ogen) aktivierend auf Plas-
minogen einwirkt, nicht zu erwarten.

Mit der erfindungsgemaRen Zusammensetzung ist es deshalb maglich, nicht nur den unmit-
telbaren fibrinolytischen Effekt von (aktivem) Plasmin auszunutzen, sondern auch den nachhaltigen
unterstitzenden Effekt eines Plasminogenaktivators, der aufgrund seiner zumindest teilweise
ungebundenen, also nicht komplexgebundenen Form leicht das im Korper bzw. im Thrombus
vorhandene endogene Plasminogen aktivieren kann. Es muR als uberraschend angesehen wer-
den, da die erfindungsgemaRe Zusammensetzung, die Plasmin und einen Plasminogenaktivator,
der zumindest teilweise in freier Form vorliegt, enthalt, im Vergleich zu einer alleinigen Anwendung
von Plasmin zu wesentlich effektiveren Ergebnissen und vor allem zu einer rascheren Thrombolyse
fuhrt.

An Patienten mit zerebralen Blutgerinnseln wurde auch festgestellt, daf die erfindungsgemafe
Zusammensetzung die Erfolgsquote einer Thrombolysetherapie signifikant verbessert.

Die erfindungsgemaRe Zusammensetzung kann systemisch oder lokal, z.B. direkt am Ort der
Thrombose bzw. Embolie, appliziert werden.

Erfindungsgeman bevorzugt ist es, das Praparat direkt am Ort der Thrombose bzw. Embolie zu
applizieren, z.B. mit Hilfe eines Katheters, der in das entsprechende Blutgefall, z.B. intraarteriell,
eingefuhrt wird. Auf diese Weise lassen sich Nebenwirkungen, die mit einer systemischen Verab-
reichung von Plasmin verbunden sein kénnen, vermeiden.

Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Verwendung einer erfindungsgemafen, Plas-
min und Plasminogenaktivator enthaltenden Zusammensetzung zur Herstellung eines Arzneimittels
zur systemischen oder vorzugsweise lokalen Applikation (am Ort der Thrombose bzw. Embolie) bei
der Behandlung und Prophylaxe von Thrombose bzw. Embolie und verwandten Erscheinungs-
formen.

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Plasmin zusammen mit Plasmino-
genaktivator zur Herstellung eines Applikationssystems, z.B. eines Arzneimittels, zur systemischen
oder vorzugsweise lokalen Applikation bei der Behandlung und Prophylaxe von Thrombose bzw.
Embolie und verwandten Erscheinungsformen.
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Weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung einer erfindungsgemaien Zusammen-
setzung oder von Plasmin und Plasminogenaktivator zur Herstellung oder Bereitstellung eines
Applikationssystems, z.B. auf der Basis einer Vorrichtung zur lokalen Applikation bei der Behand-
lung und Prophylaxe von Thrombose bzw. Embolie und &hnlichen Erscheinungsformen.

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls auch die Verwendung einer erfindungsgemafen
Zusammensetzung, oder der Komponenten Plasmin, Plasminogenaktivator und gegebenenfalls
Plasminogen(e) zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung und Prophylaxe von thrombo-
tischen Erscheinungen bei Saugern (Mensch und Tier), wobei sie systemisch oder lokal, z.B. am
Ort der Thrombose bzw. Embolie, appliziert wird. Vorzugsweise wird die Behandlung vor, wahrend
oder nach einer Thrombolysetherapie vorgenommen.

Der Plasminogenaktivator wird erfindungsgemaR zumindest teilweise in freier Form, also nicht
zur Ganze als Komplexe mit Plasmin und/oder Plasminogen, eingesetzt.

Vorzugsweise ist die Vorrichtung zur lokalen Applikation eine Kantile oder ein Katheter zur Ein-
fuhrung in ein BlutgefaR. Eine solche Kantle oder Katheter kann' ein(e) ublicherweise zur Einfuh-
rung in ein BlutgefaR verwendete Kanile oder Katheter mit einer dafir geeigneten und ublichen
Form und aus einem dafir geeigneten und Gblichen Material sein.

Die Vorrichtung, die vorzugsweise eine Kaniile oder ein Katheter zur Einfiihrung in einem Biut-
gefaR ist, kann die erfindungsgeméaRe Zusammensetzung oder die Komponenten Plasmin, Plasmi-
nogenaktivator, oder die entsprechenden Ausgangsprodukte zu deren Herstellung enthaiten.
Alternativ und vorzugsweise wird die erfindungsgemafle Zusammensetzung oder Applikationssy-
stem, z.B. die Komponenten Plasminogen und/oder Plasmin sowie Plasminogenaktivator, gleich-
zeitig oder gegebenenfalls nacheinander, durch die Vorrichtung, insbesondere Kanule oder Kathe-
ter, hindurchgefuhrt werden, wobei die Vorrichtung vorzugsweise so in den Kérper eingefuhrt ist,
daR die erfindungsgemafie Zusammensetzung oder das Applikationssystem den Ort der Thrombo-
se oder deren unmittelbare Umgebung erreicht.

Vorzugsweise enthalt die erfindungsgemale Zusammensetzung zusatzlich noch ein oder meh-
rere Plasminogene, und insbesondere ein Lys-Plasminogen.

Gleiches gilt bei einer Verwendung der Einzelkomponenten Plasmin und Plasminogenaktivator,
auch hier wird vorzugsweise zusatzlich noch ein oder mehrere Plasminogene mitverwendet, wobei
die Applikation vorzugsweise gleichzeitig, oder aber auch in beliebiger, kurzzeitig aufeinanderfol-
gender Reihenfolge erfolgen kann.

Als Trager- und/oder Hilfsstoffe fur die pharmazeutische Zusammensetzung oder als Trager
(Flussigkeit) fur die Applikation der Einzelkomponenten, kommen fir derartige Zusammensetzun-
gen und Anwendungen Gbliche und aligemein bekannte pharmazeutische Tragersubstanzen, Ver-
dunner und/oder Hilfsmittel in Frage.

Die nachfolgend angegebenen bevorzugten Mengen und Mengenverhalitnisse von Plasmin,
Plasminogenaktivator und/oder Plasminogenen beziehen sich auf die erfindungsgeméafie pharma-
zeutische Zusammensetzung, aber auch auf die Applikation der Einzelkomponenten, z.B. bei der
erfindungsgemaRen Verwendung zusammen mit einer an den Ort der Thrombose bzw. Embolie
einzufihrenden Vorrichtung, vorzugsweise einer Kan(le oder eines Katheters.

Das molare Verhaltnis Plasmin/Plasminogenaktivator betrégt vorzugsweise 1/0.01 bis 1/3.

Plasmin und tPA werden vorzugsweise im Verhéaltnis 1:0.1 bis 1:1000, und insbesondere 1:0.5
bis 1:125 und in erster Linie von ca. 1:4 (CU/ug) eingesetzt.

Die Einheit CU entspricht dabei der caseinolytischen Aktivitat von Plasmin, welches von Casein
Fragmente abspaltet, die in Trichloressigséure loslich sind und durch spektrophotometrische
Bestimmung der Extinktion bei 280 nm, erfa3bar sind.

Der Nachweis fur einen Plasminogenaktivator in freier bzw. nicht komplexierter Form in Plas-
minpraparat kann dabei durch tbliche Methoden, wie z.B. durch Gel-Chromatographie, SDS-
Elektrophorese (unter nicht-reduzierenden Bedingungen) oder durch Adsorption des Plasmins an
immobilisiertem Lysin erfolgen.

Wenn erfindungsgemaR zusatzlich zum Plasmin und Plasminogenaktivator auch noch ein oder
mehrere Plasminogene verwendet werden, so betragt das molare Verhéltnis von Plasmin zu Plas-
minogenen vorzugsweise 1:0.01 bis 1:1.

Die erfindungsgemafiie Zusammensetzung enthélt das Plasmin vorzugsweise in einer Menge
von 1 bis 95 Gewichtsteilen, bezogen auf das Gewicht der gesamten Zusammensetzung, und
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insbesondere in einer Menge von 10 bis 30 Gewichtsteilen.

Die Mengen an Plasminogenaktivator und gegebenenfalls zusatzlichen Plasminogenen erge-
ben sich daraus aus den vorstehend genannten bevorzugten Mengenverhaltnissen.

Die zu verabreichende Dosis der erfindungsgeméfen Zusammensetzung richtet sich sowohl
bei der systemischen als auch bei der lokal erfolgenden Anwendung nach der Schwere der Erkran-
kung, dem Aligemeinbefinden des Patienten und insbesondere auch nach der Thrombose-Anam-
nese, d.h. z.B. nach der Haufigkeit und den Eigenschaften bisher auftretender thrombotischer
Erscheinungen.

Gleiches gilt auch fur eine Applikation der Einzelkomponenten, z.B. bei einer erfindungsgema-
Ren Verwendung zusammen mit einem Katheter oder einer Kanule.

Als Plasminogenaktivator kann ein Aktivator, eine Kombination und/oder Chimére eingesetzt
werden, vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe tPA, Urokinase, Pro-Urokinase und Streptoki-
nase. Die Plasminaktivatoren liegen in der erfindungsgemafien Zusammensetzung zumindest teil-
weise in nicht-komplexierter Form vor.

Die erfindungsgeméfle Zusammensetzung kann nach einem an sich bekannten, fur derartige
Zusammensetzungen (blicherweise verwendeten Verfahren durch Vermischen der Komponenten
Plasmin, Plasminogenaktivator und gegebenenfalls ein oder mehrere Plasminogene in einem dafir
geeigneten Gefal, vorzugsweise unter Rihren, erfolgen. Je nach der beabsichtigten Dareichungs-
form kann die Vermischung in dem bereits als Trager, z.B. fur eine Infusionslésung, geeigneten
Verdinnungs(ldsungsmittel) erfolgen, oder aber auch in einem pharmazeutisch annehmbaren
Losungsmittel, gegebenenfalls zusammen mit anderen Hilfs- und/oder Tragerstoffen zur nachtrag-
lichen Haltbarmachung erfolgen. Das auf diese Weise erhaltene Praparat oder die weiter zu verar-
beitete Mischung wird vorzugsweise durch Zugabe eines geeigneten, an sich bekannten Stabilisa-
tors, wie z.B. Phospholipide, Kohlenhydrate, Albumin, stabilisiert; je nach der gewlinschten Darei-
chungsform kénnen sich an die Herstellung durch Vermischung und nachfolgende Stabilisierung
dann noch weitere Verfahrensschritte anschlieRen, wie z.B. vorzugsweise eine Lyophilisierung.

Uberraschenderweise wurde gefunden, daR die Inkubation von Plasmin und/oder Plasminogen
mit einem Plasminogenaktivator zur Herstellung der erfindungsgemafien Zusammensetzung in
einfacher Weise vorgenommen werden kann; diese Inkubation ist dabei zumeist von sehr kurzer
Dauer, so dall eine extensive Komplexbildung vermieden wird. Dies ist insbesondere deshalb
uberraschend, weil, wie dies einleitend bei der Besprechung des Standes der Technik angezeigt
wurde, bestimmte exogene Aktivatoren, wie z.B. Streptokinase, erst nach Komplexbildung enzyma-
tisch auf Plasminogen einwirken.

Vorteilhafterweise wird deshalb die erfindungsgemafle Zusammensetzung erst kurz vor der
beabsichtigten Applikation im Rahmen einer Thrombolysetherapie oder auch wahrend der Throm-
bolysetherapie hergestellt, insbesondere dann, wenn es z.B. in Form einer Infusionslésung oder
zusammen mit einer an den Ort der Thrombose einzufuhrenden Vorrichtung, z.B. einer Kanile
oder einem Katheter, appliziert wird. Aufgrund der kurzen Reaktionszeiten kann das erfindungs-
gemale Praparat dabei sogar wahrend der Thrombolysetherapie hergestellt werden, z.B. innerhalb
einer an den Ort der Thrombose eingefithrten Vorrichtung, wie z.B. einer Kaniile oder eines Kathe-
ters, dem erfindungsgemaR die einzeinen Komponenten gleichzeitig oder rasch hintereinander,
insbesondere in einem dafur geeigneten Verdinnungsmittel, zugefiihrt werden. Die Zufuhr in die
Vorrichtung (Katheter oder Kanle) soll dabei vorzugsweise mit einer solchen Geschwindigkeit
erfolgen, daR eine Reaktionszeit von mindestens 30 sec., und insbesondere von mindestens
1 Minute also eine ausreichende Inkubationszeit erreicht wird, bis die Zusammensetzung, d.h. das
dann bereits erfindungsgemaRe fertige Praparat, den Ort der Applikation erreicht.

Wie bereits vorstehend angegeben, wird, wenn die erfindungsgeméRe Zusammensetzung
durch Reaktion eines Plasminogens und Plasminogenaktivators hergestellt wird, insbesondere
Lys-Plasminogen verwendet. Das Plasminogen ist vorzugsweise Virus-inaktiviert. Das Plasmino-
gen wird mit einem Plasminogenaktivator in Kontakt gebracht und vorzugsweise bei einer Tempe-
ratur von 15 bis 37 °C, und insbesondere bei Raumtemperatur, in der Regel mindestens 30 sec.,
und vorzugsweise mindestens 1 Minute, bis zum Erreichen einer gewiinschten Plasminaktivitat
inkubiert.

Die Inkubationszeit richtet sich dabei nicht nur nach der Menge des Plasminogens und des
Plasminogenaktivators, sondern z.B. auch nach dem Ausmaf der Komplexbildung mit dem Plasmi-
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nogenaktivator, die aber erfindungsgemaf vorzugsweise weitgehend vermieden werden soll.

Optimierungsversuche haben gezeigt, dal bereits nach 2 Minuten Inkubation bei 37 °C min-
destens 50 % des eingesetzten Lys-Plasminogens (in einer Konzentration von 25 CU/ml) mit
100 mg tPA/ml (Verhaltnis CU/ug = 1/4) in aktives Plasmin umgewandelt ist. Die Bildung von
Plasmin kann dabei durch entsprechende Erhdhung der Konzentration des Lys-Plasminogens bzw.
von tPA beschleunigt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird zur Herstellung der erfindungsgemalien Zusam-
mensetzung oder der erfindungsgemafen Applikation der Einzelkomponenten zusammen mit einer
geeigneten, an den Ort der Thrombose einzufihrenden Vorrichtung auch ein Set (Kit) in Form
einer Verpackungseinheit bereitgestellt, die insbesondere zur Herstellung des erfindungsgemafien
Praparates kurz vor der systemischen und insbesondere lokalen Applikation zweckmaRig ist. Der
Kit besteht mindestens aus 2 Behaltern, die jeweils mindestens eine der zur Herstellung des erfin-
dungsgeméRen Praparates oder zur erfindungsgeméaRen Applikation erforderlichen Komponen-
te(n) enthalten. Ein Behalter enthalt dabei z.B. aktives Plasmin bildende(n) Komponente(n), oder
bereits aktives, vorzugsweise stabilisiertes Plasmin, oder das Zymogen des Plasmins, d.h. Plasmi-
nogen, vorzugsweise Lys-Plasminogen, und der andere Behalter als zweite Komponente den Plas-
minogenaktivator, der zumindest teilweise in freier, nicht mit Plasmin komplexierter Form vorliegt.

Der Kit kann aber z.B. auch aus 3 Behaltern bestehen, von denen jeder Behalter eine Kompo-
nente aus der Gruppe Plasmin, Plasminogenaktivator und Plasminogen(en) enthait.

In einer weiteren Ausfuihrungsform kann der Kit aus 2 Behaltern bestehen, von denen einer ak-
tives Plasmin enthalt, und der andere die Komponenten Plasminogen(e) und Plasminogenakiti-
vator. :

Die Erfindung wird nun durch die nachfolgenden Beispiele naher erldutert, ohne sie darauf zu
beschranken.

Beispiele
Bestimmung der caseinolytischen Plasminaktivitit

Casein wird als 4 %-ige Lésung in einem Phosphatpuffer (67 mM, pH 7,4) bereitgestellt. 2.0 mi
Caseinlésung werde mit 1,6 ml des Phosphatpuffers und 0.4 ml der Probe gemischt und 30 Minu-
ten bei 37 °C inkubiert. Danach wird das nicht gespaltene Casein durch Zusatz von 6 ml 156 %-iger
Trichloressigsadure ausgeféllt. Die Extinktion bei 280 nm wird im Uberstand gemessen. Die
caseinolytische Aktivitat wird nach der folgenden Formel berechnet:

E280 . 16,3 . Verdunnung der Probe = CU/ml|
Bestimmung der amidolytischen Plasminaktivitit

Das chromogene Substrat S 2403 (Firma Chromogenix) wird durch Plasmin amidoiytisch
gespalten. Dabei wird p-Nitroanilin freigesetzt, welches spektrophotometrisch als Extinktion bei
405 nm gemessen werden kann. Die MeBwerte werden durch Vergleich mit einem Plasminstan-
dard (Plasmin, Fa. Chromogenix) ausgewertet.

Beispiel 1

Es wird eine erfindungsgemaie Zusammensetzung hergestellt. GemaR der EP 0353218 her-
gestelltes Lys-Plasminogen wurde zur Virusinaktivierung gemaf EP 0159311 behandelt, und dann
mit tPA (Actilyse, Boehringer Mannheim) in 0.5 mM Tris/NaCl Puffer (pH = 7,4) inkubiert.

In einem Rohrchen wurden jeweils gleiche Mengen von Lésungen der beiden Komponenten in
unterschiedlichen Konzentrationen vermischt. Die Konzentration an Lys-Plasminogen in der Inku-
bationsmischung betrug 1,6, 6,2, 12,5, 25 und 50 CU/ml.

Die Menge an tPA wurde so gewahlt, daB ein Verhéaltnis von CU/ug von 1:4 eingestellt wurde.
Die Inkubationszeit betrug 2 bzw. 6 min. Danach wurde die Plasminaktivitat amidolytisch bestimmt.
Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle eingefihrt.
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Tabelle : Herstellung von aktivem Plasmin
in Gegenwart von tPA

Lys- tPA Plasmin/Lys-Plasminogen (%)
Plasminogen (ng/ml) nach Inkubationsdauer von
(CU/ml) 2 min 6 min
1,6 6.4 15 43
6,2 24,8 30 69
12,5 50 51 69
25 100 55 64
50 200 88 56

Beispiel 2

In einem weiteren Versuch wurde das erfindungsgemafe Praparat durch kontinuierliche inku-
bation hergestellt. 2500 CU Lys-Plasminogen wurden in 25 ml Ringer-Lésung und 50 mg tPA in
125 ml Ringer-Losung bereitet. Die Losungen wurden im gleichen Verhaltnis gleichzeitig in einen
Katheter eingeleitet, welcher ublicherweise fur die medizinische Anwendung von pharmazeuti-
schen Praparaten in BlutgefalRen verwendet wird. Der Katheter war 1,5 m lang und wies ein Volu-
men von 0.5 ml auf. Die DurchfluRrate betrug 30 ml pro Stunde. Nach dem Austritt der Lésung
wurde die Plasminaktivitat amidolytisch bestimmt.

Die kontinuierliche Herstellung der Praparation wurde tber einen Zeitraum von 45 min beo-
bachtet. Es zeigte sich, da wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes die Umwandlung
von Plasminogen in Plasmin in Gegenwart von tPA nahezu volistandig war (98,6 %).

Beispiel 3

Mit einer gemaR Beispiel 1 frisch hergestellten erfindungsgemalen Zusammensetzung wurde
eine Thrombolysetherapie durchgefiihrt.

In einer Studie wurden 20 Patienten mit Karotis-Embolie durch lokale Verabreichung des erfin-
dungsgema&Ren Praparates und im Vergleich dazu mit einem Plasminogenaktivator alleine behan-
delt. Als erfindungsgemafes Praparat wurde ein Gemisch aus frisch hergestelitem aktivem Plas-
min und tPA (Actilyse, Fa. Boehringer) eingesetzt. Uber 2 Infusionspumpen wurden gleichzeitig
und parallel jeweils 2500 CU Lys-Plasminogen (IMMUNO AG) und 10 mg tPA pro 25 ml 0,9 %-ige
NaCl-Lésung im gleichen Verhaltnis einem Mikrokatheter eine Stunde lang zugefuhrt. Zum Ver-
gleich wurde tPA alleine (20 ml pro 2 Std.) infundiert. Am Ort der Thrombose wurde die Thrombo-
lyse mittels diagnostischer Angiographie in 15 min-Intervallen verfoigt.

Es zeigte sich, dafl die erfindungsgemaRe Praparation in 8 von 9 Fallen nach durchschnittlich
45 min. eine vollstandige Thrombolyse bewirkte. Der Vergleichsversuch mit alleiniger Verwendung
von tPA zeigte trotz einer doppelt so langen Behandiungsdauer, da® nur in 8 von 11 Fallen die
Lyse vollstandig war. Die durchschnittliche Lysezeit betrug 103 min, war also mehr als doppelt so
lang.

PATENTANSPRUCHE:

1. Pharmazeutische Zusammensetzung mit thrombolytischer Wirkung, enthaltend Plasmin
und einen Plasminogenaktivator, der zumindest teilweise in freier Form, also nicht als
Komplex mit Plasmin und/oder Plasminogen vorliegt, gegebenenfalls zusammen mit (ibli-
chen pharmazeutischen Hilfs- und/oder Tragerstoffen.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Plasminogenakti-
vator zu mindestens 30 %, vorzugsweise mindestens 50 %, in freier Form, vorliegt.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Plasmin
ein fibrinolytisch aktives Plasmin ist.

4. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das
Plasmin ein aus einem Plasminogen in vitro erhaltenes Plasmin ist.
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Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das
Plasmin in stabilisierter Form vorliegt.

Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die
Zusammensetzung zusatzlich noch ein oder mehrere Plasminogene enthalt.
Zusammensetzung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Zusammenset-
zung zusatzlich Lys-Plasminogen enthait.

Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass der
Plasminogenaktivator ein oder mehrere Plasminogenaktivatoren umfasst, die ausgewahit
sind aus der Gruppe bestehend aus tPA, Urokinase, Pro-Urokinase und Streptokinase.
Zusammensetzung hach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das
molare Verhaltnis Plasmin/Plasminogenaktivator 1/0.01 bis 1/3 betragt.

Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die
Zusammensetzung als Plasminogenaktivator mindestens tPA enthait.

Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die
Zusammensetzung Plasmin und tPA im Verhaltnis 1:0.1 bis 1:1000, vorzugsweise 1.0.5
bis 1:125 und insbesondere von ca. 1:10 CU/g enthalt.

Zusammensetzung nach einem der Anspriche 6 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass
das molare Verhaltnis von Plasmin zu Plasminogenen 1:0.01 bis 1:1 betragt.

Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Herstellung
eines Arzneimittels zur systemischen oder lokalen Applikation bei der Behandlung von
Thrombose und zur Prophylaxe von Embolien. '
Verwendung von Plasmin zusammen mit Plasminogenaktivator zur Herstellung eines Arz-
neimittels zur systemischen oder lokalen Applikation bei der Behandlung von Thrombose
und zur Prophylaxe von Embolien.

Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 12 oder von Plas-
min und Plasminogenaktivator zur Herstellung eines Applikationssystems zur lokalen
Applikation bei der Behandlung und Prophylaxe von Thrombose und &hnlichen Erschei-
nungsformen.

Verwendung nach einem der Anspriiche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass zuséatz-
lich zum Plasmin und Plasminogenaktivator ein oder mehrere Plasminogene eingesetzt
werden.

Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 12,
dadurch gekennzeichnet, dass man die Komponenten Plasminogen und/oder Plasmin mit
einem Plasminogenaktivator vermischt und gegebenenfalls inkubiert, um Plasmin zu
bilden.

Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Vermischung in einem
geeigneten Trager, gegebenenfalis zusammen mit anderen tblichen pharmazeutischen
Hilfsstoffen erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, dass man die Zusammen-
setzung nach der Vermischung durch Zugabe eines geeigneten Stabilisators stabilisiert.
Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass man die
Zusammensetzung nach der Stabilisierung durch an sich bekannte Verfahren in die ge-
wlnschte Dareichungsform Gberfthrt.

Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass man die Zusammensetzung
lyophilisiert.

Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Her-
stellung der Zusammensetzung erst kurz vor der beabsichtigten Applikation im Rahmen
einer Thrombolysetherapie oder wahrend der Thrombolysetherapie erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass man die
Vermischung der Komponenten in einer an den Ort der Thrombose einzufihrenden Vor-
richtung vornimmt.

Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass man die Vermischung durch
gleichzeitige oder hintereinander erfolgende Hindurchfiihrung der Komponenten durch die
Vorrichtung, gegebenenfalls in einem geeigneten Verdinnungsmittel, durchfiihrt.
Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass
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man Virus-inaktivierte Plasminogene einsetzt.

Verfahren zur Herstellung eines Plasmins fir eine Zusammensetzung, Verwendung oder
ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 25, dadurch gekennzeichnet, dass man das
Plasmin aus Plasminogen und einem Plasminogenaktivator in vitro herstellt.

Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass das Plasminogen Lys-Plas-
minogen ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 26 oder 27, dadurch gekennzeichnet, dass man das
Plasminogen mit dem Plasminogenaktivator in Kontakt bringt und bis zum Erreichen der
gewinschten Plasminaktivitat inkubiert.

Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass man ein Lys-Plasminogen mit
einem Plasminogenaktivator bei einer Temperatur von 15 bis 37 °C mindestens 30 sec,,
und vorzugsweise mindestens 1 Minute lang inkubiert.

Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 12 oder der Kom-
ponente Plasmin, Plasminogenaktivator und gegebenenfalls Plasminogen(e) zur Herstel-
lung eines Arzneimittels zur Behandlung von thrombotischen Erscheinungen bei Saugern,
wobei sie den unter thrombotischen Erscheinungen leidenden Saugern systemisch oder
an den Ort der Thrombose appliziert wird.

KEINE ZEICHNUNG
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