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PATENTKRAV 

 

1. Fremgangsmåte for måling av den biologiske aktiviteten i et prøveparti med 

defibrotid som omfatter: 

 dyrke pattedyrceller i kultur, 5 

 inkubere cellene med en løsning som inneholder minst ett cytotoksisk middel 

og minst én konsentrasjon med defibrotid fra prøvepartiet, 

 bestemme levedyktigheten til cellene som er eksponert for prøvepartiet med 

defibrotid etter en inkuberingsperiode, sammenligne cellelevedyktighet med 

cellelevedyktigheten for et referanseparti med defibrotid, 10 

og beregne den biologiske aktiviteten i prøvepartiet med defibrotid basert på 

sammenligningen, 

der det nevnte minst ene cytotoksiske middelet er fludarabin, 9-beta-D-

arabinofuranosyl-2-fluoradenin (F-Ara-A) eller doksorubicin. 

 15 

2. Fremgangsmåte ifølge krav 1,  

der cellene blir inkubert med det cytotoksiske middelet og minst fire ulike 

konsentrasjoner med defibrotid fra prøvepartiet, og der cellelevedyktigheten blir 

bestemt for hver av konsentrasjonene for å danne en dose-respons-kurve. 

 20 

3. Fremgangsmåte ifølge krav 1 eller 2,  

der cellelevedyktigheten som er målt for prøvepartiet med defibrotid blir 

sammenlignet med en kalibreringskurve som er oppnådd fra 

cellelevedyktighetsmålinger med referansepartiet med defibrotid. 

 25 

4. Fremgangsmåte ifølge ethvert av kavene 1 til 3, 

der beregning av den biologiske aktiviteten i defibrotidprøvepartiet omfatter å 

bestemme et biologisk aktivitetsforhold relativt til den biologiske aktiviteten til et 

referanseparti med defibrotid. 
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5. Fremgangsmåte ifølge ethvert av kavene 1 til 4, 

der pattedyrcellene er humane endotelceller, humane epitelceller, humane sinusoide 

leverendotelceller eller humane mikrovaskulære endotelceller. 

 5 

6. Fremgangsmåte ifølge ethvert av kravene 1 til 5,  

der pattedyrcellene er til stede i en tetthet på omtrent 5x104 celler/ml til omtrent 

5x105 celler/ml. 

 

7. Fremgangsmåte ifølge krav 1,  10 

der fludarabin eller F-Ara-A er til stede i løsningen ved en konsentrasjon på omtrent 

10 μg/ml til omtrent 50 μg/ml eller der doksorubicin er til stede i løsningen ved en 

konsentrasjon på omtrent 0,1 μg/ml til omtrent 10 μg/ml. 

 

8. Fremgangsmåte ifølge ethvert av kavene 1 til 7, 15 

der den minst ene konsentrasjonen med defibrotid fra prøvepartiet er i området av 

omtrent 1 ug/ml til omtrent 100 μg/ml. 

 

9. Fremgangsmåte ifølge ethvert av kavene 1 til 8, 

der inkuberingsperioden er minst 24 timer, minst 48 timer eller minst 72 timer. 20 

 

10. Fremgangsmåte ifølge ethvert av kavene 1 til 9, 

der bestemmelse av cellelevedyktighet omfatter å utføre en kolorimetrisk analyse 

basert på reduksjonen av tetrazoliumfargestoffer. 

 25 

11. Fremgangsmåte ifølge krav 10, 

der tetrazoliumfargestoffet er 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-

difenyltetrazoliumbromid eller 2-(2-metoksy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-

disulfofenyl)-2H-tetrazolium. 
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12. Fremgangsmåte ifølge ethvert av kavene 1 til 11, 

der bestemmelse av cellelevedyktighet omfatter måling av absorbansen til løsningen 

etter inkubering med cellene. 

 5 

13. Fremgangsmåte ifølge ethvert av kavene 1 til 12, 

der prøvepartiet med defibrotid er ekstrahert fra storfevev eller svinevev. 

 

14. Fremgangsmåte for fremstilling av en farmasøytisk sammensetning som 

omfatter defibrotid, der fremgangsmåten ifølge ethvert av kravene 1 til 13 blir 10 

benyttet for å måle den biologiske aktiviteten til defibrotid for å: 

a) justere mengden med defibrotid som er inkludert i sammensetningen for å 

sikre at sammensetningen omfatter nøyaktige og konsekvente doseringer, og/eller 

b) måle den biologiske aktiviteten i ulike partier med defibrotid som er fremstilt 

på ulike steder, med ulike fremgangsmåter, eller fra ulike kilder. 15 

 

15. Fremgangsmåte for å overvåke stabiliteten til defibrotidpartier eller 

farmasøytiske sammensetninger som omfatter defibrotid, der fremgangsmåten ifølge 

ethvert av kravene 1 til 13 blir benyttet for å måle den biologiske aktiviteten til 

defibrotid i partiet eller sammensetningen over tid, eventuelt der den biologiske 20 

aktiviteten til defibrotid blir målt: månedlig, hvert halvår, årlig, etter eksponering 

overfor ekstreme betingelser for å overvåke aktiviteten til defibrotid, eller for å 

identifisere partier eller sammensetninger som er forringet eller er nedbrutt. 

 

 25 
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