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Patentkrav 

 

1. Fremgangsmåte for å måle den biologiske aktiviteten til et prøveparti av 

defibrotid, omfattende: 

å dyrke pattedyrceller i kultur; 5 

å inkubere cellene med en løsning som inneholder minst ett cytotoksisk 

middel og minst én konsentrasjon av defibrotid fra prøvepartiet; 

å bestemme levedyktigheten til cellene etter en inkubasjonsperiode; å 

sammenligne cellelevedyktigheten med cellelevedyktigheten for et 

referanseparti av defibrotid og 10 

å beregne den biologiske aktiviteten til prøvepartiet av defibrotid basert på 

sammenligningen; 

hvori det minst ene cytotoksiske midlet har anti-metabolitt-, alkylerende, 

nukleinsyreinterkalerende eller apoptotiske egenskaper. 

 15 

2. Fremgangsmåten ifølge krav 1, hvori cellene inkuberes med det cytotoksiske 

midlet og minst fire forskjellige konsentrasjoner av defibrotid fra prøvepartiet, og 

hvori cellelevedyktigheten bestemmes for hver av konsentrasjonene for å skape en 

dose-responskurve. 

 20 

3. Fremgangsmåten ifølge krav 1, hvori cellelevedyktigheten målt for 

prøvepartiet av defibrotid sammenlignes med en kalibreringskurve oppnådd fra 

cellelevedyktighetsmålinger med referansepartiet av defibrotid. 

 

4. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 3, hvori å 25 

beregne den biologiske aktiviteten til defibrotidprøvepartiet omfatter å bestemme 

et biologisk aktivitetsforhold i forhold til den biologiske aktiviteten til et 

referanseparti av defibrotid. 

 

5. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvori det 30 

cytotoksiske midlet som har anti-metabolittegenskap velges fra: 

i) nukleobaseanaloger, nukleosid- og nukleotidanaloger, fortrinnsvis 

azatioprin, tiopuriner, fortrinnsvis tioguanin og merkaptopurin, fludarabin, 

pentostatin, 5-fluoruracil, 6-azauracil, klofarabin, nelarabin, kladribin, 

cytarabin, floksuridin, capecitabin, gemcitabin, azacitidin og decitabin; eller 35 

ii) antifolatforbindelser, fortrinnsvis metotreksat, aminopterin, pemetreksed, 

pralatreksat og raltitreksed. 
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6. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvori det 

cytotoksiske midlet som har alkylerende egenskap velges fra: 

i) nitrogensenneper, fortrinnsvis mekloretamin, syklofosfamid, melfalan, 

klorambucil, ifosfamid eller busulfan; 

ii) nitrosoureaer, fortrinnsvis N-Nitroso-N-metylurea, karmustin, lomustin, 5 

semustin, fotemustin eller streptozotocin; 

iii) tetraziner, fortrinnsvis dakarbazin, mitozolomid eller temozolomid; 

iv) aziridiner, fortrinnsvis tiotepa, mytomycin eller diaziquon; eller 

v) cisplatiner, fortrinnsvis cisplatin, karboplatin eller oksaliplatin. 

 10 

7. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvori det 

cytotoksiske midlet som har nukleinsyreinterkalerende egenskap velges fra: 

etidiumbromid, mitomycin, aktinomycin, plikamycin, antrasykliner, fortrinnsvis 

daunorubicin, epirubicin, idarubicin, valrubicin eller mitoksantron, talidomid og 

bleomiciner. 15 

 

8. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvori det 

cytotoksiske midlet som har apoptotiske egenskaper er: 

i) et anti-mikrotubulmiddel, fortrinnsvis vinkaalkaloider, fortrinnsvis vinkristin, 

vinblastin, vinorelbin, vindesin og vinflunin eller taksaner, fortrinnsvis paklitaksel 20 

og docetaksel; eller 

ii) en topoisomeraseinhibitor, fortrinnsvis irinotekan, topotekan, etoposid og 

teniposid. 

 

9. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvori 25 

pattedyrcellene er humane endotelceller, humane epitelceller, sinusoidale 

endotelceller fra menneskelever eller humane mikrovaskulære endotelceller. 

 

10. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 9, hvori 

pattedyrcellene er til stede i en tetthet på ca. 5 × 104 celler/ml til ca. 5 × 105 30 

celler/ml. 

 

11. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 10, hvori den 

minst ene konsentrasjonen av defibrotid fra prøvepartiet er i området på ca. 1 

µg/ml til ca. 100 µg/ml. 35 

 

12. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 11, hvori 

inkubasjonsperioden er minst 24 timer, minst 48 timer eller minst 72 timer. 
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13. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 12, hvori å 

bestemme cellelevedyktighet omfatter å utføre en kolorimetrisk analyse basert på 

reduksjonen av tetrazoliumfargestoffer. 

 5 

14. Fremgangsmåten ifølge krav 13, hvori 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. 

 

15. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 14, hvori å 10 

bestemme cellelevedyktighet omfatter å måle absorbansen til løsningen etter 

inkubering med cellene. 

 

16. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 15, hvori 

prøvepartiet av defibrotid ekstraheres fra storfevev eller svinevev. 15 

 

17. Fremgangsmåte for å fremstille en farmasøytisk sammensetning omfattende 

defibrotid, hvori fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 16 

anvendes for å måle den biologiske aktiviteten til defibrotid for: 

a) å justere mengden av defibrotid inkludert i sammensetningene for å sikre at 20 

sammensetningene omfatter nøyaktige og konsistente doser; og/eller 

b) å måle den biologiske aktiviteten til forskjellige partier av defibrotid fremstilt på 

forskjellige lokasjoner, med forskjellige fremgangsmåter eller fra forskjellige kilder. 

 

18. Fremgangsmåte for å overvåke stabiliteten til defibrotidpartier eller 25 

farmasøytiske sammensetninger omfattende defibrotid, hvori fremgangsmåten 

ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 16 anvendes for å måle den biologiske 

aktiviteten til defibrotid i partiet eller sammensetningen over tid; eventuelt hvori 

den biologiske aktiviteten til defibrotid måles: månedlig, halvårlig, årlig, etter 

eksponering for ekstreme forhold for å overvåke aktiviteten til defibrotid, eller for å 30 

identifisere partier eller sammensetninger som har blitt forringet eller degradert. 
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