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Sis idradimas susijes su su specifinio fibrinui antikiino panaudojimo biidais trombo
susidarymo in vivo inhibicijai. Taip pat pateikiamos farmacinés kompozicijos, skirtos
naudoti tokiuose buduose.

Trombo susidarymas dél ligos arba chirurginés intervencijos

Kraujo kresuliai arba trombai susidaro kraujagysliy pazeidimo vietose. Patologinés
giluminiy veny trombozé (DVT) ir arterin€ ir veniné trombozé. Tromboembolija ir kitos
kraujagysliy ligos trombinés komplikacijos (pavyzdziui, ateroskleroze) gali pasireiksti
didziyjy arterijy uzsikim$imu, sukelian¢iu organo iSemija, ir lydeti gyvybei pavojingas
biisenas, tokias kaip kardiovaskuliarinis priepuolis (insultas), miokardo infarktas ir t.t.

Be to, invazinés chirurginés procediros, jskaitant, bet neapsiribojant, kraujagysliy
rekonstrukcija, panaudojant balionus (baliony angioplastikg), ir organy (tiek natiraliy,
tick ir dirbtiniy) transplantacija, gali paskatinti trombo susidaryma. Pavyzdziui, baliony
angioplastika (procedira, naudojama uZsikimSusioms arterijoms valyti) faktiSkai gali
paZeisti arterijos sienelg, ir sukelti naujg uzsikimSima, nuseédus naujam trombui. Vienoje
publikacijoje  konstatuojama, kad perkutaninéje transliuminalinéje koronarinéje
angioplastikoje iSlicka 25-35 % tikimybé, kad kraujagysles vel uzsikims. (Gimple, LW, et
al., Circulation, 86, 1536-46 (1992)). Zr taip pat Sarembock., 1], et al.,, Circulation, 80,
1029-40 (1989) ir Ip, J.H., et al., JACC, 17, 77B-88B (1991). I8 tiesy, vienoje publikacijoje
paZzymima, kad “angioplastikos mechanizmas, apimantis daugeliu atvejy endotelio
pazeidima ir trombocity itriikima arba suskilimg [ref.], yra labai panaSus | procesa, kuris
sukelia timy iSemijos sindroma” (Tenaglia, A.N., Ann. Rev. Med., 44, 465-79, 466 (1993)).

Kadangi buvo parodyta, kad sisteminis gydymas antikoaguliantais, tokiais kaip
heparinas ir kumarinas, yra maZzai veiksmingas arba ir visai neefektyvus poangioplastinio
naujo uzsikim$imo profilaktikoje (Ip, J.H., et al., JACC,17, 77B-88B (1991)), ir kadangi
gydymas tokiais antikoaguliantais daZnai pacientams sukelia sisteminés hemoragijos
grésme (Physician’s Desk Reference, 47th Ed., Medical Economic Data (1993)), todél

turéty biti naudingi nauji, specifiniai pazeistos vietos atzvilgiu, gydymo bidai, kuriuose
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blty inhibuojamas arba sutrukdomas trombo susidarymas tick prie$ atsirandant
kraujagysliy ligai, tiek ir invaziniy chirurginiy procediry atveju.

Hemostatiné sistema

Hemostatinis mechanizmas, pagal kurj susidaro trombas, yra sudetingas fiziologinio
atsako mechanizmas, apimantis pazeistos kraujagyslés iStaisyma. (Zr. Harker, L.A,, and
Mann, K.G., “Thrombosis and Fibrinolysis” in: Thrombosis in Cardiovascular Disorders,
Fuster, V. and Verstraete, M. (eds), W.B. Saunders Co. (1992), pp-1-16).

Hemostaze pasiekiama, esant koopreatyvinéms saveikoms tarp pazeistos
kraujagyslés sieneliy, trombocity ir koaguliacijos sistemos. (Zr. Furie, B. and Furie, B.C,,
Cell, 53, 505-18 (1988)).

Koaguliacinés sistemos vaidmuo yra sukurti netirpia fibrino matrica, kuri
stabilizuoty ir sulaikyty trombocity kamstj, kuris susirinko ant pazeistos kraujagyslés
subendotelinés struktiiros pazeidimo vietoje. Koaguliacija yra gausinimo procesas,
apimantis fermentiniy reakcijy granding, kurioje profermentai (kred€jimo faktoriai)
nuosekliai aktyvuojami, susidarant aktyviems fermentams. Fibrino matricos susidarymas i$
cirkuliuojancio fibrinogeno yra $ios fermentiniy reakcijy kaskadinés sekos rezultatas,
pasireiSkiantis labai staigiu fermento trombino susidarymu reikiamoje vietoje, fibrinogeno
virsmu | fibring trombino poveikyje ir fibrino susiuvimu, veikiant faktoriui XIlla, ir taip
susidarant trombui.

Reakcijy seka galima paprastai atvaizduoti trijy stadijy procesu:

1 stadija - proteolizé:

Trombinas
Fibrinogenas > Fibrino monomerai (DesAA, DesAABB) + FPA ir FPB

2 stadija_- polimerizacija:

Fibrino monomerai «———— Tirpiis fibrino polimerai (nesusiiiti ir susiiti)

3 stadija_- kre§éjimas:

Tirpas fibrino polimerai ————  Netirpus fibrino kresulys

Fibrinogenas yra sudarytas i$ trijy nevienoduy polipeptidy grandiniy poru: Aa, BB ir
y. (Zr. L. Stryer, Biochemistry, 3rd Ed., W.H. Freeman and Company New York (1988), p.
249). Pradingje stadijoje, kurioje fibrinogenas paveréiamas fibrinu, kaip parodyta auks¢iau

(1 stadija), veikiant trombinui, skaldomas fibrinogenas, issiskiriant fibrinopeptidui A
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(FPA) i§ dviejy fibrinogeno Aa-grandiniy amino-galy. Likusi fibrinogeno molekulés dalis
yra “fibrino monomeras”, paZzymétas DesAA. Kaip dar parodyta 1 stadijoje, tuo paciu
metu (bet lé¢iau) trombinas atskelia ir fibrinopeptida B (FPB) nuo dviejy fibrinogeno BB-
grandiniy amino-galy. Likusi fibrinogeno molekulés dalis po §io antrojo skaldymo taip pat
yra fibrino monomeras, pavadintas DesAABB. Atskilus FPA ir FPB, fibrino monomero o
ir B grandinése atsiranda nauji amino-galai. (Zr. W. Nieuwenhuizen, Blood Coagulation
and Fybrinolysis, 4, 93-93 (1993)). Antrojoje stadijoje fibrino monomerai savaime pradeda
sudaryti tarpmonomerines nekovalentines jungtis (nestruktiiruotas), ir susidaro tirpus
polimeras. Sj polimerag veikia faktorius XIIla, susidarant fermento poveikyje
kovalentinéms skersinéms jungtims tarp atskiry fibrino monomery. Susiiitas polimeras gali
islikti tirpus, bet tam tikru polimerizacijos ir susisiuvimo proceso momentu fibrino
polimeras pasidaro netirpus, ir susidaro kreulys (kaip parodytta 3 stadijoje).

Tirps fibrino polimerai yra betarpiski fibrino kreSulio pirmtakai. Taigi, manoma,
kad tirpiy fibrino polimery kiekiai plazmoje turi biiti padidinti asmenims, kuriems gresia,
arba kurie jau serga tromboze. Buvo parodyta, kad tokiy polimery suradimas ir ju kiekio
nustatymas kraujyje, ypatingai DesAABB tirpiy fibrino polimery, yra naudingas kaip
prasidedancio kraujo kreSulio susidarymo indikacija. (Zr. Nieuwenhuizen, p.94; ir Marder
et al,, United States Patent No. 5,206,140).

Antikiinai prie§ hemostatinés sistemos komponentus

Tiek natiraliai atsirandantys, tiek ir laboratoriskai i§§aukti antikiinai suvaidino savo
vaidmenj, charakterizuojant hemostatinés sistemos komponentus ir iSaiskinant jy
funkcijas.

Marciniak, E., ir Greenwood, M.F., Blood, 53, 81-92 (1979) apraso kraujo
kresejimo inhibicijos atvejj 14 mety paciento su Dauno sindromu serume, kuris buvo IgG
frakcijoje ir kuris inhibavo fibrinopeptido A fermentinj atskélima nuo fibrinogeno. Hoots,
WK, et al, New Eng. J. Med, 304, 857-61 (1981) apraso 13 mety paciento, sergancio
chroniSku agresyviu hepatitu bei koaguliacijos defektu, atvejj, kuriam is defektas buvo
susij¢s su buvimu paciento kraujyje antikiiny, labai giminingy tick fibrinogenui, tiek ir
fibrinui ir kurie inhibuoja fibrino monomery polimerizacija, o tuo paliu ir apsaugo nuo

fibrino gelio susidarymo.
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Sola, B., ir kt., Thromb. Res., 29, 643-53 (1983) apraSo hibridomos lasteliy linijos,
i8skirian¢ios monokloninius antikiinus, specifinius Zmogaus fibrinogenui ir fibrinui,
nustatyma. Elms, M.J,, et al.,, Thromb. Haemostas, 50, 591-94 (1983) apraso hibridomos
lasteliy linijos, iSskiriancios monokloninius antikiinus, kurie atpaZjsta antigenine
detefminante; D dimere (specifiniame fragmente, susidariusiame susiiito fibrino
degradacijos metu), gavima. Hui, K.Y, et al.,, Science, 222, 1129-32 (1983) ir Scheefers-
Borchel, U, et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 7091-95 (1985) aprado sintetiniy
heksapeptidy, atitinkan¢iy Zmogaus fibrino « ir B grandiniy amino-galus, kaip antigeny,
panaudojimg monokloniniams antikinams, kurie jungiasi su fibrinu net ir esant
fibrinogenui, gauti. Kudryk, B., et al., Mol. Imunol., 21, 89-94 (1984) apraso hibridomos
lasteliy linijos, iSskirian¢ios monokloninius antikiinus prie§ fibrinogeno N-DSK dalj,
gavima. Sobel, J.H., et al., Thromb. and Haem., 60, 153-59 (1988) apraso dviejy skirtingy
monokloniniy antikiiny, kurie jungiasi su CNBr fibrinogeno Ac grandinés fragmentais,
panaudojima, tiriant pradinius o grandinés susiuvimo vyksmus tarp kaimyniniy fibrino
molekuliy. Mirshahi, M., et al., Fibrinogen, 4, 49-54 (1990) apraso hibridomos lasteliy
linjjos, kuri iSskiria monokloninius antikiinus prie fibrinogena, galinéius inhibuoti fibrino
polimerizacija, gavima. Cierniewski, C.S., and Budzynski, A.Z., Biochemistry, 31, 4248-53
(1992) apraso polikloniniy ir monokloniniy antikiiny prie§ i§valyta mogaus fibrinogena,
kurie inhibuoja fibrino monomery polimerizacijos greitj bei trukdo trombinui veikti
fibrinogeng, panaudojimg. Tymkiewycz, P.M., et al., Blood Coag. and Fibrinol,, 4, 211-21
(1993) apraSo penkiy monokloniniy antikiiny, kurie yra labai giminingi fibrinui ir kurie
nereaguoja su fibrinogenu, gavima. Gargan, P.E., et al, Fibrinolysis, 7, 275-83 (1993)
apraSo hibridomos lgsteliy linijjos (MH-1), kuri produkuoja monokloninius antikiinus,
specifinius tiek susilitiems, tiek ir nesusiditiems fibrino polimerams, bet neturinéius
pastebimo imunoreaktingumo su fibrinogenu arba kokiu nors fibrino arba fibrinogeno
degradacijos produktu, nustatyma. Be to, MH-1 antikiinas nerecaguoja su DesAA arba
DesAABB fibrino monomeru, o taip pat nebuvo rasta jo reaktingumo su fibrinogeno
atskiromis o, B arba y grandinémis.

Kitus monokloniniy antikliny, kurie yra specififki hemostatinés sistemos

komponentams, panaudojimo atvejus galima rasti Kudryk, B.J., et al, “Monoclonal
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Antibodies as Probes for Fibrin(ogen) Proteolysis” in: Monoclonal Antibodies in
Immunoscintigraphy, Chatal, J-F (ed), CRC Press, Boca Raton, F1. (1989), pp. 365-398.

Buvo sukurti modifikuoti antikiinai prie§ hemostatinius komponentus klinikiniam
panaudojimui kaip trombo imitavimui in situ. Zr., pavyzdziui, Liau, C-S, and Su, C-T, J
Form Med. Assoc., 88, 209-12 (1989); Wasser, M.N.J.M., et al., Blood, 74, 708-14 (1989);
Walker, K.Z., et al,, Eur. J. Nucl. Med., 16, 787-94 (1990); Alavi, A., et al,, Radiology, 175,
79-85 (1990); Wasser, M.N.J.M., et al., Thromb. Res., Supp. X, 91-104 (1990); ir Kanke,
M., et al., J. Nucl. Med., 32, 1254-60 (1991). :

Buvo pagaminti antikinai fibrinui, konjuguotam su trombolitiniais fermentais,
skirti terapiniam panaudojimui. Zr., pavyzdziui, Bode, C., et al, Science, 229, 765-67
(1985). Pagal §] pranesima, pasirodo, kad trombolitinio agento pristatymas specifing vietg
labai padidina agento efektyvuma kresulio lizavimo atzvilgiu.

Be to, buvo i§duota keletas JAV patenty, kurie yra skirti monokloniniy antikiiny,
specifiSky fibrinogenui, fibrinui arba jy degfadacijos produktams, gavimui ir/arba jy
panaudojimo biidams. Zr. U.S. Patent Nos. 4 722 903; 4 758 524; ir 4 916 070; nemanome,
kad Sis saraSas yra pilnas.

Biidai iSvengti trombo susidarymo

Antitrombine terapija paprastai apima vieno arba daugiau antikoagulianty, tokiy
kaip heparinas arba kumarinas, vartojimg (Physicians’ Desk Reference, 47th Ed., Medical
Economics Data (1993); The Merck Manual of Diagnostics and Therapy, 15th Ed., Merck
Sharpe & Dohme Research Labs (1987)). Sie antikoaguliantai daznai naudojami, bandant
iSvengti pasikartojancios trombozés pacientams, sergantiems kraujagysliy liga, ir bandant
iSvengti imaus trombinio uzsikim$imo po angioplastikos.

Didziausias tokiy sisteminiy antikoagulianty triikumas yra sisteminés hemoragijos
rizika. Gydantieji gydytojai jspéjami, kad “pacientams, gaunantiems heparina, hemoragija
gali atsirasti faktiSkai bet kokioje vietoje”. (Physicians’ Desk Reference, 47th Ed., Medical
Economics Data (1993), p.2568).

Be to, buvo parodyta, kad tokiy antikoagulianty efektyvumas, siekiant iSvengti
kraujagysliy uzsikimdimo po angioplastikos, arba nesiskiria nuo gydymo placebu

efektyvumo, arba yra nereprodukuojamas. (Ip, J.H., et al., JACC, 17, 77B-88B (1991)).
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Taigi, tokiy antikoagulianty panaudojimo nauda atsveria tiek hemoragijos rizika, tiek ir jy
abejotinas efektyvumas, norint i§vengti uzsikimsimo.

Bandant sumaZinti pakartotinio kraujagysliy uzsikimsimo greitj po angioplastikos,
buvo naudota daug biologiniy ir mechaniniy strategijy, bet nei viena terapija nedavé
pastoviy teigiamy rezultaty. Todél susidoméjimas “lokalizuotu” arba “tiesioginiu”
antitrombiniy agenty padavimu j paZeistas kraujagysliy vietas vis didéja. (Gimple, L.W., et
al,, Circulation, 86, 1536-46 (1992)).

Antitrombiniy agenty lokalizuotas padavimas, naudojant  antikiinus prie$
atitinkamus hemostatinés sistemos komponentus, pasitarnaus lokalizuojant tokius agentus
kraujagyslés paZeidimo vietoje. Vienas tokios lokalizacijos privalumas yra tas, kad yra
reikalingos mazesnés dozés. Antrasis lokalizacijos privalumas yra sisteminés hemoragijos
rizikos sumazéjimas.

Kai kuriais atvejais pasirodé, kad patys antikiinai prie§ specifinius hemostatinés
sistemos komponentus inhibuoja fibrino polimerizacija. Francis, S.E., et al., Am. J. Hem,,
18, 111-19 (1985) apraso monokloninio antikiino pries fibrinogena, kuris turi “Svelny”
antikoaguliantinj aktyvuma, tyrimus. Mirshahi M., et al,, Fibrinogen, 4, 49-54 (1990) apraso
hibridomos lasteliy linijos, i$skirianéios monokloninius antikiinus, kuriuose antigenas yra
fragmentas D (fibrinogeno degradacijos produktas, veikiant plazminui), gavima. Sie
monokloniniai antik@inai stipriai reaguoja su fibrinogenu ir inhibuoja  fibrino
polimerizacija. Ciernewski, C.S., and Budzynski, A.Z., Biochemistry, 31, 4248-53 (1992)
apraSo trijy skirtingy hibridomos lasteliy linijy, kuriose antigenas yra gamtinis Zmogaus
fibrinogenas, ir kurios iskiria monokloninius antikinus, inhibuojancius  fibrino
polimerizacijos greitj, gavima.

Taciau visos trys publikacijos yra maZai naudingos arba ir visai nenaudingos,
kuriant lokalizuotg terapinj arba profilaktinj antitrombinj agenty. Taip yra todel, kad visais
trim atvejais antikiinai yra kryZmiSkai reaktingi arba fibrinogeno, arba fibrinogeno
degradacijos produkty atzvilgiu, kurie visi yra visur esantys per visa hemostating sistema.
Bet kuris i§ antikiiny, jei jj vartos pacientas, susijungs su fibrinogenu arba fibrinogeno
degradacijos produktais ir negalés inhibuoti fibrino polimerizacijos arba trombo

susidarymo kraujagyslés pazeidimo vietoje.
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Sis i§radimas remiasi visiskai skirtinga trombo susidarymo inhibavimo strategija,
panaudojant monokloninius antikiinus, kurie yra specifiski fibrinui (t.y. beveik neturi
kryzminio reaktingumo su fibrinogenu arba fibrinogeno bei fibrino degradacijos
produktais, susidariusiais veikiant plazminui). Siame i$radime sitilomas minéty specifiniy
fibrinui monokloniniy antikiiny, kurie stebétinai inhibuoja trombo susidarymg

kraujagyslés pazeidimo vietoje, panaudojimo biidas.

Siame iSradime siilomas trombo susidarymo kraujagyslés paZeidimo vietoje
inhibavimo blidas Zmonéms, kuriems reikalingas toks inhibavimas, skiriant specifinj
fibrinui monokloninj antikiina. Siame i§radime taip pat aprafomi specifinio fibrinui
monokloninio antikiino fragmentai arba dariniai, kurie turi antikiino risanciaja dalj. Siame
iSradime taip pat siloma farmaciné kompozicija, i kuria jeina specifinis fibrinui
monokloninis antikiinas, arba jo fragmentas, arba darinys ir farmaciskai efektyvus negiklis,
kuriy kiekiai yra pakankami, kad biity efektyviai inhibuojamas trombo susidarymas
zmogaus organizme. Siame i§radime taip pat siilomi farmaciniai rinkiniai, j kuriuos jeina

vienas arba daugiau $io iSradimo farmaciniy kompozicijy ingredienty.

Trumpas figliry apradymas

Fig. 1. MH-1 monokloninio antikiino pridéjimas j fibrinogeno/trombino kreséjimo
reakcijos miSinj inhibuoja tiek greitj, tiek absoliuty kreséjimo kiekj. “Fibrinogenas” ir
“45J” yra kontrolinés reakcijos.

Fig.2. MH-1 monokloniniy antikiiny didéjancio kiekio pridéjimas |
fibrinogeno/trombino kreséjimo reakcijos misinj duoda didéjantj krei¢jimo inhibavima.
“Fibrinogenas” yra kontroliné reakcija.

ISradimo naudingumas

Netiketai buvo rasta, kad specifiSkas fibrinui monokloninis antikiinas gali inhibuoti
fibrino polimerizacija ir trombo susidaryma. Taigi, specifiski fibrinui monokloniniai
antikinai gali biiti panaudoti profilaktikai arba gydymui Zmogaus organizmo biiseny,
kurias galima gydyti arba sustabdyti jy susidaryma, inhibuojant fibrino polimerizacija arba
trombo susidaryma. PavyzdZiui, specifiniai fibrinui monokloniniai antikiinai yra naudingi,
gydant Zmones, sergancius bet kokia kraujagysliy liga, kurioje pasireiskia patologinés

trombozes rizika. Tokiy kraujagysliy ligy pavyzdziais yra (bet jais neapsiriboja) giluminiy
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veny tromboze (DVT), arteriné ir veniné trombozé, insultas, tromboembolija, plauciy
embolija ir aterosklerozés trombinés komplikacijos.

Specifiniai fibrinui monokloniniai antikiinai yra taip pat naudingi, pavyzdziui,
gydant Zmones, kurie ruoSiami invazinéms chirurginéms procediiroms, jy metu arba
pooperaciniu laikotarpiu. Siame i§radime terminas “invaziné chirurginé procediira” reiskia
bet kokig chirurging procediira, kurioje gali biiti paZeista arteriné arba veniné kraujagysle,
ir gali buti trombinés komplikacijos. Tokiy procediiry pavyzdziais yra (bet jais
neapsiriboja) baliony angioplastika ir organy (tiek natiiraliy tiek ir dirbtiniy)
transplantacija.

Salia specifiniy fibrinui monokloniniy antikiiny, pagal Zinomas metodikas gali biiti
gauti antikiing fragmentai, kurie turi idiotipa (ri§ancia vieta). Pavyzdziui, tokiais
fragmentais yra (bet neapsiriboja): (1) F(ab’), fragmentai, kuriuos galima gauti antikiino
molekulg skaldant pepsinu; (2) Fab’ fragmentai, kuriuos galima pagaminti, redukuojant
F(ab’); fragmento disulfidinius tiltelius; ir (3) Fab fragmentai, kuriuos galima gauti,
veikiant antiklino molekul¢ papainu ir redukuojanéiu agentu. Tokius antikiino fragmentus
irgi apima S§is iSradimas. Kitus antikiiny fragmenty gavimo ir panaudojimo pavyzdzius
galima rasti Parham, F., et al,, J. Imunol. Meth., 53, 133 (1982) ir Khaw, B-A, et al., J. Nuc.
Med., 34, 2264-68 (1993).

Salia specifiniy fibrinui monokloniniy antik@iny ir antikiiny fragmenty, pagal
zinomas metodikas gal biiti gauti kiti antikiino dariniai, kuriuose yra specifinio fibrinui
antikiino idiotipas (riSanti vieta). Pavyzdziui, gali biiti sintezuoti rekombinantiniai ir
sintetiniai oligopeptidai ir jy analogai, kurie turi ta pat inhibitorinj poveikj trombo
susidarymui, kaip ir specifinis fibrinui monokloninis antikiinas arba jo fragmentai. Tokius
darinius taip pat apima $is iSradimas. Kitus sintetiniy oligopeptidy, kuriy sekos paremtos
monokloninio antikiino pirmine ri§andia sritimi, panaudojimo pavyzdZius galima rasti
Knight, L., et al., J. Nucl. Med., 35, 282-88 (1994).

Pagaliau $is iSradimas apima bet kokj funkciSkai ekvivalentiska specifinj fibrinui
monokloninj antikiing, jo fragmenty arba darinj. Terminas “funkciikai ekvivalentiskas”
reiSkia bet kok| specifinj fibrinui monokloninj antikiing, jo fragmentg arba jo darinj, galintj
pakankamai inhibuoti trombo susidarymg Zmogaus, kuriam reikia tokio gydymo,

organizme, susiriSdamas su tuo paciu epitopu, su kurjuo susirisa MH-1 antikiinas.
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MH-1 monokloninio antikiino gavimas ir charakterizavimas

Dauguma ankstesniyjy strategijy, pritaikyty specifiniams fibrinui antikiinams
sukelti, susiveda | gyvuliuky imunizavima tirpiais fibrino fragmentais ir sintetiniais
peptidais, kurie imituoja iSreikStas neoantigenines vietas fibrinui. (Zr. Hui, K.Y., et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 7091-95 (1985); Elms, M.J., et al., Thromb. Haemostas, 50,
591-94 (1983); ir Kudryk, B, et al., Mol Imunol., 21, 89-94 (1984)). Tikimasi, kad tokiy
antikiiny ri§imosi vieta issilaiko fibrino degradacijos proceso metu, ir todél tokie antikiinai
taip pat gali susijungti su fibrino degradacijos produktais.

JAV patentas Nr. 5 120 834 (toliau “patentas ‘834”), iSduotas Gargan et al., 1992
m. birzelio 9 d., kuris ¢ia duodamas kaip literatiiros 3altinis, pagrindinai susiigs su
monokloniniy antikiny gavimo bidu i§ steriliy (gnotobiotiniy) gyvuliuky, imunizuojant
Siuos sterilius gyvuliukus pasirinktu antigenu. Manoma, ‘kad sterilios sistemos, kuria
gaminami monokloniniai antikiinai, naudojimo privalumas yra tai, kad tokia sistema duos
labiau sustiprinta imuninj atsaka | antigena, padidinant B-limfocito, kuris produkuoja
antiking, galintj jungtis su antigeno specifiniu epitopu, atsiradimo galimuma. Buvo
nustatyta, kad tokia sistema ypatingai tinka labai specifinio fibrinui antikiino, kuris néra
arba yra mazai kryzmiSkai reaktingas su fibrinogenu, generavimui. Tokio specifinio
antikiino iSauginimas buvo labai problematiskas, kadangi buvo nustatyta, kad struktiirinis
ir konformacinis panaSumas tarp fibrino ir fibrinogeno yra didesnis uz 98 % (Plow, E.F.,, et
al., Semin. Thromb. Haemostas, 8, 36 (1982)). I3 to seka, kad tik mazas kiekis epitopy
fibrino molekulei faktiskai yra neoantigenai (t.y. unikalis fibrinui).

Patente ‘834 apraSyta hibridomos lasteliy linija (ATCC Nr. HB 9739), isskirianti
monokloninj antikiing MH-1. MH-1 monokloninis antikiinas yra specifinis susiitiems ir
nesusiitiems fibrino polimerams, bet nereaguoja su fibrinogenu arba fibrinogeno bei
fibrino degradacijos produktais, gaunamais veikiant plazminui.

MH-1valomas pagal metodikas, aprasytas patente ‘834. MH-1 specifiSkai susijungia
su fibrinu ir nereaguoja su fibrinogenu konkurenciniuose bandymuose. MH-1 nereaguoja
nei su fibrinogeno degradacijos produktais, gautais veikiant plazminui, nei su plazmino
poveikyje susidariusiais susifito fibrino degradacijos produktais. Taigi, galima padaryti

tokias iSvadas: (1) MH-1 atpazjsta nepaliestos fibrino molekulés, kurios néra arba kuri yra
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pirmtako molekulés pavirSiuje, epitopg, fibrinogena; ir (2) epitopas, matyt, yra suardomas
susitito fibrino skaldymo plazminu metu.

MH-1 buvo taip pat charakterizuotas Scatchard analizés metodu (Frankel, et al.,
Mol. Immunol, 16, 101-6 (1979), naudojant 'PI-zyméta MH-1 antiking MH-1
giminingumo fibrinui nustatymui. Gauta disociacijos konstantos Kp reik§mé yra 6,7x10™°
M, kas rodo, kad giminingumas yra apie 5000 karty didesnis uz audiniy plazminogeno
aktyvatoriaus giminingumag fibrinui.

Western’o imunoblotingo analizé parodé, kad MH-1 neredguoja su fibrinogeno
Ao, BB arba y grandinémis. Be to, ELISA analizé parod¢, kad MH-1 reaguoja tiek su
susiiitu- fibrinu, tiek ir nesusifitu fibriny; giminingumas susititam fibrinui yra du kartus
didesnis.

Vartojimo biidai

Pagal §j iSradima, specifiniai fibrinui monokloniniai antikiinai, ju fragmentai arba
dariniai skiriami Zmonéms, kuriems reikia inhibuoti trombo susidaryma Zmonéms
geriausiai tinka vartoti antikiinus, jy fragmentus arba darinius formoje, kurioje jie néra
sujungti su radioZymétais, trombolitiniais arba kitokiais agentais arba bet kokiomis kitomis
molekulemis arba jy dalimis. Tadiau iradime sifilomi biidai taip pat gali biiti realizuojami
Ir naudojant antikiinus arba jy darinius, kurie yra sujungti su radioZymeétais,
trombolitiniais arba kitokiais agentais, arba kitokiomis molekulémis arba jy dalimis, ir
norime pasakyti, kad juos taip pat apima $is i$radimas.

Terminas “neSiklis” reiskia skiediklj, pagalbine medziaga arba tirpiklj, kartu su
kuriuo vartojamas specifinis fibrinui monokloninis antikiinas.

Terminas “farmaciSkai tinkamas nesiklis” reiskia, kad nesiklis yra aprobuotas
Federalines arba Valstijos vyriausybés reguliuojancios agentiiros arba yra jtrauktas j JAV
Farmakopejg arba kita placiai Zinoma farmakopéja, kuris gali biiti skirtas naudoti
gyvuliams, ypatingai Zmonéms.

Terminas “antitrombiné kompozicija” $iame iSradime reiSkia kompozicija, kurioje
yra specifinis fibrinui antikiinas, jo fragmentas arba darinys ir farmaciskai tinkamas
nesiklis, kuriy kiekiai yra tokie, kad jy pakanka inhibuoti trombo susidaryma Zmogaus,

kuriam reikia tokio inhibavimo, organizme.
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Terminas “efektyvi doze” Siame iradime reiSkia tokj monokloninio antikiino, jo
fragmento arba darinio kiekj, kuris yra pakankamas inhibuoti trombo susidaryma
zmogaus, kuriam reikia tokio gydymo, organizme. Dozé neturi biti per didelé, kad nebiity
sukeliami nepalankis paSaliniai efektai, tokie kaip nepageidautinos kryzminés reakcijos,
anafilaktinés reakcijos ir pan. Aplamai dozes turi parinkti konkretus terapeutas
priklausomai nuo paciento amziaus, biisenos, lyties, ligos stovio, kontraindikacijy (jeigu jos
pasireiSkia), imuninés tolerancijos ir kity kintamyjy. Nors dozés priklausys nuo serijos
atskiry aplinkybiy, daugeliu kraujagysliy susirgimy atvejy ir “daugeliu chirurginiy
intervencijy atvejy doze galima nustatyti pagal Zmogaus, kuriam reikalingas toks gydymas,
kiino svory, ir ji yra nuo 1 pug/kg kino svorio iki 50 pg/kg kiino svorio, geriausia nuo 5 pg/kg
kiino svorio iki 10 pg/kg kiino svorio.

Vartojimo biidai

Specifiniai fibrinui monokloniniai antikiinai, ju fragmentai arba dariniai gali biiti
vartojami Zmoniy gydymui bet kokiais tinkamais biidais, jskaitant parenteralinj biida,
panaudojant vienetinio vaistinio rutuliuko injekcija, nepertraukiama infuzija arba $iy
dviejy budy kombinacija. Galima taip pat vartoti vaista, panaudojant tiesioging infuzijg
kateteriu, tokia kaip intrakoronarinis vartojimo biidas, jeigu jis yra tinkamas.

Parenteralinio vartojimo preparatai yra, pavyzdziui, liofilizuoty specifiniy fibrinui
monokloniniy antikiiny, ju fragmenty arba dariniy kompozicijos steriliame neturin¢iame
endotoksiny fiziologiniame tirpale arba, bendresniu atveju, gali biti specifiniy fibrinui
monokloniniy antikiiny, ju fragmenty arba dariniy kompozicijos arba dispersijos
steriliuose vandeniniuose arba nevandeniniuose tirpaluose, suspensijose ir emulsijose.
Nevandeniniy tirpikliy pavyzdziais yra propileno glikolis, polictileno glikolis, augalinis
alicjus, toks kaip alyvy aliejus, ir injekcijoms naudojami organiniai esteriai, tokie kaip
ctiloleatas. Vandeniniais neikliais gali biiti vanduo, alkoholio/vandens tirpalai, emulsijos
arba suspensijos, iskaitant turincias druskos arba buferines terpes. Parenteraliniais
nesikliais gali buti natrio chlorido tirpalas, Ringerio dekstrozé, dekstrozé ir natrio
chloridas, Ringerio miSinys su laktatu arba sutiritinti alicjai. Intraveniniais nesikliais gali
buti skysti ir maistiniai uzpildai, tokie kaip uzpildai Ringerio dekstrozés pagrindu ir
panasiis. Taip pat gali jeiti apsauginés medziagos ir kiti pricdai, tokie kaip, pavyzdziui,

antimikrobines medziagos, antioksidantai, chelatus sudarancios medziagos, inertinés dujos
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ir pan. Pageidautina, kad farmacinés kompozicijos biity sterilios formos ir atitikty JAV
Maisto ir Vaisty administracijos nustatytus sterilumo standartus.

Siame i§radime taip pat apraSomi farmaciniai rinkiniai, susidedantys i3 $io i§radimo
farmacines kompozicijos vieno arba daugiau ingredienty, laikomy tame paciame arba
atskiruose konteineriuose. Tokiame konteineryje (konteineriuose), esant reikalui, gali bati
pridetas apraSymas, kurio forma yra tokia, kokig nurodyto Vyriausybiné agentiira,
reguliuojanti vaisty arba biologiniy produkty, skirtu Zmonéms, gavima, panaudojima arba
prekyba. I rinkinius, kuriuose yra tik liofilizuotas antikiinas, jo fragmentas arba darinys,
esant reikalui, gali buti jdétos instrukcijos apie nediklius, tinkamus vartoti zmoniy
gydymui.

Gydymo apimtj, trukmg, i8déstyma pagal laika ir gydymo biida turi pritaikyti pagal
visg eilg aplinkybiy gydantysis terapeutas priklausomai nuo ligonio amziaus, svorio,
biisenos ir lyties, o taip pat nuo ligos, kuria reikia gydyti, pobiidzio ir laipsnio. Gydymas
gali biiti skiriamas arba prie§ pat chirurging procediira, jos metu arba po jos, o taip pat tick
pries, tick ir procediros metu, arba tiek procediiros metu, tiek ir po jos, arba pries
procediira, jos metu ir po jos priklausomai nuo gydomo atvejo aplinkybiy serijos.

Pavyzdziui, chirurginés procediiros, tokios kaip baliony angioplastika atveju,
daZniausiai paciento organizme jau yra daug placiai iSsisklaidziusiu kraujo kresuliuky.
Esant tokiai situacijai, paprastai naudinga vartoti antitrombing kompozicija tuoj pat po
angioplasinés proceduros, geriausia naudojant angioplastikos kateteri, kol jis dar
neiSimtas, kad paZeista kraujagyslés dalis biity tiesiogiai uzliejama antitrombine
kompozicija ir taip sutelkiamas gydymas j $ig vieta. Tai leidzia i§vengti antitrombinés
kompozicijos nuostoliy, kurie atsirastu, pavyzdziui, dél antikiino susiri§imo su trombais,
esanciais nepazeistose vietose.

Chirurginiu invazijy atvejais, kai pacientai neserga patologinémis trombozémis,
paprastai tinkamiausia skirti antitrombines kompozicijas arba prie§ pat operacija arba
operacijos metu, kadangi yra mazesnis pavojus prarasti antitrombine kompozicija,
prisijungiant jai nepaZeistose kraujagysliu victose.

Be to, daugeliu chirurginiy intervenciju atveju laikas, kai yra didelis trombo
susidarymo pavojus, turi tendencija baigtis kartu su atlieckama procedira. I§ to seka, kad

pakanka riboto vaisto panaudojimy skaiiaus arba net ir vieno panaudojimo, norint
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efektyviai inhibuoti trombo susidaryma, tuo padiu sumazinant chirurgijos sukelta trombo
susidarymo pavojuy, kuris lydi pacienta.

Chroniskos trombinés ligos atveju antitrombiniy gydymy i$déstymas pagal laika,
trukme ir skaicius labai priklauso nuo paciento stovio pries ir po vaisto panaudojimo ir
atsako | preliminarinj antitrombinj gydyma, kurj turi nustatyti, kontroliuoti ir ivertinti
gydantysis terapeutas.

Gydymo efektyvumo nustatymas

Antitrombinio gydymo MH-1 monokloniniu antikiinu, jo fragmentu arba dariniu
efektyvuma galima nustatyti standartiniais metodais. Tokie metodai yra (bet jais
neapsiribbjama): (1) angiografiné kontrolé, atvaizduojant arterinio arba veninio dazo
srautg, kai dazo srauto kliuvinio atsiradimas rodo, kad reikia gydyma testi; (2) scintigrafija,
panaudojant specifinj trombui antikiina, konjuguota su radioZyme, kuria galima
kontroliuoti trombo dydj ir padétj, ir nustatyti ar reikia gydymga testi; (3) klinikiniy
simptomy atsiradimo ir jy kiekio kontrol¢, kai simptomy skaiciaus padidejimas arba jy
aStrumo padidéjimas rodo, kad reikia gydyma testi; ir (4) fibrinogeno kiekio paciento
kraujyje matavimas, kadangi yra atvirkstiné priklausomybé tarp fibrinogeno ir fibrino
kiekiy, kai fibrinogeno kiekio sumazéjimas rodo galima fibrino kiekio atitinkamg
padidejima ir fibrino polimerizacija, o tai rodo, kad reikia gydyma testi.

Dabar, apraSius iSradima bendrais bruoZais, jo objektas bus daug geriau
suprantamas, duodant konkrety pavyzdj, kuris yra skirtas tik i§radimo iliustracijai ir

neriboja jo apimties.

Pavyzdys. Kreséjimo inhibicija in vitro

Norint nustatyti MH-1 poveiki j kres¢jima, buvo atlikta serija eksperimenty in vitro.
Isvalytas zmogaus fibrinogenas (Kabi, Chromogenix Co, Ohio) iStirpinamas 150 mM
fostatiniame buferyje ir druskos tirpale, esant fiziologiniam pH, (koncentracija - 1 mg/ml)
ir po 100 ul Sio tirpalo jpilama | kiekvieng mikrotitratoriaus (Costar) lékstelés duobute. |
kiekviena duobutg pridedama apie 50 ul jaudio trombino, kad galutiné koncentracija biity
0,5 NIH vienetai/ml, ir taip gaunamas reakcijos misinys. ] § reakcijos misinj, esant
nuliniam laikui, pridedama apie 50 ul vieno i§ iy reagenty: (1) MH-1 monokloninio

antikiino, kad galutine antiklino koncentracija biity 100 pg/ml; (2) 45] monokloninio
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antiklino (45J monokloninis antikiinas, kryZmiskai reaguojantis su fibrinu ir fibrinogenu,
kurj iSskiria hibridomos lasteliy linija ATCC Nr. HB 9740, buvo gautas pagal jprastas
metodikas, naudojant Balb/c peles, kurios buvo imunizuojamos fibrinu), kad galutiné
antikiino koncentracija blty 200 ug/ml; arba (3) fiziologinio druskos tirpalo. Reakcija
vykdoma 60 min. 37 °C temperatiroje. Kre$¢jimas matuojamas spektrofotometriskai ties
340 nm kas 2 minutes. Sugerties padidéjimas rodo, kad kre$éjimas didéja. Kreséjimo
proceso pabaiga nustatoma 1§ to, kad sugerties priklausomybés nuo laiko kreivé iSeina j
plato. '

Fig.1 rodo, kad paveikus MH-1, inhibuojamas kres¢jimo greitis, kas matyti i3
sugertis/laikas kreivés maZesnio pradinio polinkio, kai reakcijos miSinys apdorotas MH-1,
lyginant arba su 45J Kontrolinés reakcijos miSiniu arba su fiziologinio tirpalo kontrolinés
reakcijos miSiniu (fibrinogenas). Be to, MH-1 sumazino absoliuty krei¢jimo lygi, kas
matyti 1§ Zemiau esancio kreivés plato, lyginant su kontrolinémis reakcijomis. Kontrolinés
reakcijos miSinys, kuriame yra 45J antikfinas (koncentracija du kartus didesné¢ uz MH-1
koncentracija) nerodo kresejimo inhibicijos, lyginant su fiziologinio tirpalo kontroline
reakcija. Sie duomenys patvirtina, kad MH-1 monokloninis antikiinas gali inhibuoti
trombo susidaryma.

Antrgjame eksperimente iSbandytas keleto skirtingy MH-1 koncentracijy efektas j
kreS¢jimo laikg, lyginant su fibrinogeno kontroline reakcija. Fig.2 duoti kredéjimo
reakcijos vaizdai rodo, kad kre§¢jimo reakcijos inhibicija didéja, didéjant MH-1
koncentracijai reakcijos miSinyje. (1:1000 = 1 ug/ml; 1:100 = 10 pg/ml; 1:50 = 20 pg/ml;
1:20 = 50 uwg/ml; 1:10 = 100 pg/ml; fibrinogenas = kontrolé).

Hibridomos deponavimas

Hibridomos lasteliy linijjos MH-1 ir 45J deponuotos American Type Culture
Collection (ATCC) 1988 m. birzelio 9 d., ir joms duoti atitinkamai HB 9739 ir HB 9740
depozito numeriai. ATCC yra 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD. 20852. MH-1
antiktnas yra IgG; antiklinas, turintis lengvaja kapa granding; buvo pastebéta, kad MH-1
antiktnas kryZzmiskai reaguoja tiek su Zmogaus, tiek ir su triusio fibrinu.

Sis iSradimas neapsiriboja deponuota hibridomos lasteliy linija ATCC Nr. HB 9739
arba MH-1 monokloniniu antiktinu. Jis yra tik specifinio fibrinui monokloninio antikiino,

kuris inhibuoja trombo susidaryma, iliustracija. Sis isradimas apima bet koki funkciskai
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ekvivalentiSka specifinj fibrinui monokloninj antikiing, jo fragmenta arba darinj. Terminas
“funkciSkai ekvivalentiskas” ¢ia reiSkia, kad monokloninis antikiinas, jo fragmentas arba
darinys gali inhibuoti trombo susidaryma, susijungdamas su tuo paciu epitopu, su kuriuo
susjungia MH-1 antikinas.

Sis iSradimas gali biiti igyvendintas ir Kkitokiomis specifinémis formomis,
nenukrypstant nuo jo prasmes arba esminiy pozymiy, ir todél, nurodant i$radimo apimtj,
reikia remtis pridedama apibréztimi, o ne vien tik auks$c¢iau duotu aprasymu.

Pridedamos auk3¢iau cituotos publikacijos ir patentai, kaip literatiiros Saltiniai.
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APIBREZTIS

1. Specifinio fibrinui monokloninio antikiino panaudojimas, gaminant vaista, skirtg
trombo susidarymo inhibavimui Zmogaus, kuriam reikalingas toks inhibavimas,
organizme.

2. Specitinio fibrinut monokloninio antikfino panaudojimas, gaminant vaistg, skirta
pochirurginiy trombiniy komplikacijy grésmés sumazinimui 7mogaus organizme.

3. Panaudojimas pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad pochirurginé trombiné
komplikacija atsiranda dé¢l angioplastikos.

4. Panaudojimas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad pochirurginé trombiné
komplikacija atsiranda dé¢l organy transplantacijos.

5. Specifinio fibrinui monokloninio antikiino panaudojimas, gaminant vaista, skirta
zmogaus trombines kraujagysliy ligos gydymui.

6. Panaudojimas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad trombiné kraujagysliy liga
yra insultas.

7. Panaudojimas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad trombiné kraujagysliy liga
yra pulmonariné embolija

8. Panaudojimas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad trombiné kraujagysliy liga
yra giluminiy veny trombozé.

9. Panaudojimas pagal 5 punktg, besiskiriantis tuo, kad trombiné kraujagysliy liga
yra arterin€ arba venin€ tromboze€.

10. Panaudojimas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad trombin€ kraujagysliy liga
yra aterosklerozé.

11. Panaudojimas pagal bet kurj i8 1-10 punkty, besiskiriantis tuo, kad specifinis
tibrinui monokloninis antikiinas yra MH-1.

12. Specifinio fibrinui monokloninio antikino fragmento arba darinio, kuriuose yra
minéto antikiino rifanti vieta, panaudojimas, gaminant vaistg, skirta trombo susidarymo
inhibavimui Zmogaus, kuriam reikalingas toks inhibavimas, organizme.

13. Specifinio fibrinui monokloninio antikiino fragmento arba darinio, kuriuose yra
minéto antikiino riSantl vieta, panaudojimas, gaminant vaista, skirta pochirurginiy

trombiniy komplikacijy grésmeés sumazinimui Zmogaus organizme.
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14. Panaudojimas pagal 13 punkts, besiskiriantis tuo, kad pochirurginé trombiné
komplikacija atsiranda dél angioplastikos.

15. Panaudojimas pagal 13 punkts, besiskiriantis tuo, kad pochirurginé trombin€
komplikacija atsiranda del organy transplantacijos.

16. Specifinio fibrinui monokloninio antikiino fragmento arba darinio, kuriuose yra
minéto antikiino riSanti vieta, panaudojimas, gaminant vaistg, skirtg Zmogaus trombin€s
kraujagysliy ligos gydymui. '

17. Panaudojimas pagal 16 punkts, besiskiriantis tuo, kad t.rombiné" kraujagysliy
liga yra insultas.

18. Panaudojimas pagal 16 punktg, besiskiriantis tuo, kad trombiné kraujagysliy
liga yra pulmonariné embolija

19. Panaudojimas pagal 16 punkts, besiskiriantis tuo, kad trombiné kraujagysliy
liga yra giluminiy veny trombozé.

20. Panaudojimas pagal 16 punktg, besiskiriantis tuo, kad trombiné kraujagysliy
liga yra arterin€ arba veniné tromboze.

2]. Panaudojimas pagal 16 punkta, besiskiriantis tuo, kad trombiné kraujagysliy
liga yra ateroskleroze.

22. Panaudojimas pagal bet kurj i§ 12-21 punkty, besiskiriantis tuo, kad specifinio
fibrinui monokloninio antikiino fragmentas arba darinys yra MH-1 fragmentas arba
darinys.

23. Farmacin€ kompozicija, besiskirianti tuo, kad i ja jeina nekonjuguotas specifinis
fibrinui monokloninis antikiinas ir farmaciskai tinkamas nesiklis, ir kompozicija yra
sterilios formos.

24. Kompozicija pagal 23 punkts, besiskirianti tuo, kad joje esantis specifinis
fibrinui monokloninis antikfinas yra MH-1.

25. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad j ja jeina specifinio fibrinui
monokloninio antikino nekonjuguotas fragmentas arba darinys, kurie turi minéto
antikino riSancig vieta, ir farmaciskai tinkamas nesiklis, ir kompozicija yra sterilios
formos.

26. Kompozicija pagal 25 punkta, besiskirianti tuo, kad joje esantis specifinis

monokloninis fibrinui antikiinas yra MH-1.
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27. Rinkinys, skirtas Zmoniy, kuriems reikia inhibuoti trombo susidaryma, gydymui,
besiskiriantis tuo, kad j ji jeina nekonjuguotas specifinis fibrinui monokloninis antikiinas,
arba jo fragmentas arba darinys, kurie turi minéto antiktno riSancig vietg, ir Sis rinkinys
yra sterilios formos.

28. Rinkinys pagal 27 punkta, besiskiriantis tuo, kad jame esantis specifinis fibrinui
monokloninis antikiinas yra MH-1.

29. Rinkinys pagal 27 punkta, besiskiriantis tuo, kad i jj jeina dar ir farmaciSkai
sterilus neSiklis, kuris yra sterilios formos. | "

30. Rinkinys pagal 29 punkta, besiskiriantis tuo, kad jame esantis specifinis fibrinui

monokloninis antik@inas yra MH-1.
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