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Til bestemmelse af antithrombin-BM satter man til prgveoplds-
ningen en antithrombin-BM-cofaktor, thrombin og et bestemme-
1igt thrombinsubstrat og konstaterer spaltningen af thrombin-
substratet som et madl for antithrombin-BM-aktiviteten, idet
man som cofaktor anvender heparin, xylan, A-karrageenan, dex=
transulfat, mucopolysacccharid-polysvovlsyreester, pentosan=
polysulfat eller ved kemisk eller enzymatisk spaltning af he=
parin fremstillet kortkadet heparinderivat.
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Opfindelsen angdr en fremgangsmide til bestemmelse af en
ny thrombin-inhibitor, der betegnes som antithrombin-BM,
samt et reagens til udfgrelse af fremgangsmaden.

Det proteolytiske enzym thrombin spiller en vigtig rolle i
blodstgrkningssystemet. Det er kendt, at der i blodkoagule-
ringssystemet endvidere forekommer en specifik inaktivator

for thrombin, som i naervarelse af heparin kan hazmme thrombin,
og som betegnes som antithrombin III. Anvendelsen af heparin
som antikoagulans spiller derfor en vigtig rolle i terapien
og forskningen. Ligeledes er AT III, der ogsd betegnes som
heparin-cofaktor, en vigtig bestanddel af prgvesystemer for
plasmaens stgrkningsegenskaber. AT III hammer dog ogsad throm-
bin i fravaer af heparin ved en tidsafhangig reaktion og hammer
foruden thrombin f.eks. ogsd trypsin, plasmin og faktor Xa

og er altsd relativt uspecifik.

Nu er der overraskende fundet en hidtil ukendt specifik throm-
bin-inhibitor, der i flere henseender adskiller sig fra AT III.
Den er narmere beskrevet i tysk patent (ansggning) 30 38 163.

Den nye thrombin-inhibitor h@mmer thrombin i narvarelse af
dextransulfat mindst dobbelt si stazrkt som i narvarelse af
heparin, men derimod praktisk taget ikke plasmin og trypsin,
og adskiller sig immunologisk fra antithrombin III.

Da den nye thrombin-inhibitor binder sig mindre sterkt til
heparin end AT III, betegnes den som AT-BM (Antithrombin
Binding Moderately to Heparin).

Medens AT III for at give optimal thrombinhamning kun kraver
en heparinkoncentration af stgrrelsesordenen 0,02 UspP/ml,

er for AT-BM den ngdvendige heparinkoncentration til optimal
thrombinhemning over 1,0 USP/ml. [Her stér USP for de en-
heder ifglge den amerikanske farmakopé&, hvormed heparin-

koncentrationen er defineret].
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Medens human~AT-III bl.a. ogsa hzmmer faktor Xa, plasmin og
trypsin og reagerer med humanthrombin uvasentligt starkere
end med oksethrombin, er den nye human-AT-BM nasten fuld-
stendigt thrombinspecifik og hezmmer humanthrombin tydeligt
sterkere end oksethrombin. Endvidere fremmes thrombinhamnin-
gen med AT III sterkere af heparin'end af andre aktivatorer,
s8som dextransulfat. Derimod opnas der med AT-BM med dextran=
sulfat en 2 til 3 gange s& stark thrombinhemning som i nar-
varelse af heparin.

Medens AT III hemmer thrombin i en tidsafhengig reaktion, og~
s& i fuldstendigt fravar af cofaktorer, sisom heparin, viser
AT-BM under disse omst@ndigheder ingen hemningsvirkning.

P& grund af de ovennevnte egenskaber kan den nye thrombin-
inhibitor AT-BM ikke blot anvendes pd lignende m&de som

AT III ved terapeutiske og diagnostiske metoder og er et
interessant forskningskemikalium, men det kan ogsd bestemmes
analytisk i nervaerelse af AT III.

EP offentligggrelsesskrift nr. 4271 beskriver en fremgangs-
mdde til bestemmelse af den biologiske aktivitet af heparin,
ved hvilken der ved tilsztning af thrombin eller faktor Xa

og et kromogent substrat madles det af det kromogene substrat
frigﬁorte farvestof i fraver af antithrombin III. Her drejer
det sig altsd om bestemmelse af et helt andet stof end ved
den foreliggende opfindelse, og af skriftet kan man end ikke
slutte sig til eksistensen af antithrombin-BM.

Ifglge opfindelsen sker bestemmelsen af AT-BM derfor ved ud-
nyttelse af specificitetsforskellene i forhold til AT III med
de forskellige cofaktorer. Fremgangsmaden ifglge opfindelsen
til bestemmelse af AT-BM er derfor ejendommelig ved, at man til
prgveoplgsningen satter en antithrombin-BM-cofaktor, thrombin

og et substrat, der spaltes af thrombin og herved frigiver en

detekterbar substans, og mdler spaltningen af thrombinsubstra-
tet som mdl for antithrombin-BM-aktivitet, idet man
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a) udnytter specificitetsforskellene mellem antithrombin-BM
og antithrombin IIT i nzrverelse af forskellige mangder
af cofaktorerne heparin, xylan eller A-karrageenan og
maler forskellen mellem de ved hgje og ved lave cofaktor-

koncentrationer fremkomne aktiviteter, eller

b) direkte miler antithrombin-BM-aktiviteten med dextran-
sulfat, mucopo1ysaccharid-polysvovlsyreester, pentosan=
polysulfater eller ved kemisk eller enzymatisk spaltning
af heparin fremstillede kortkadede heparinderivater som

cofaktor.

Nedenstdende tabel 1 viser specificitetsforskellene mellem

AT-BM og AT III i nezrverelse af forskellige mengder heparin.

TABEL 1.

Protease AT IIT (U/ml) med AT-BM (U/ml) med
0,02 1,75 0,02 1,75
USP heparin/ml prgverunfang USP heparin/ml prgverunfang
Oksethrambin
Samlet 22,5 24,4 6,6 29,0
"o-thrombin” 25,9 25,6 3,7 40,3
"B~thrombin” 20,0 23,5 0,4 4,5
Humanthrambin
Samlet 29,4 30,8 8,4 74,0
"o-thrambin" 23,0 31,7 6,2 101,1
"g-thrombin" 29,0 37,7 0,1 18,9
Faktor Xa 5,6 29,5 0 0
Plasmin 0 14,5 0 0,4
Trypsin 23,5 16,5 0 0

En foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmaden ifglge op-—
findelsen bestir i, at man ved en koncentration pd 1 - 20 USP
heparin pr. ml bestemmer den samlede mzngde af AT-BM og
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AT IITI og i et parallelfors¢g ved en lav cofaktorkoncentration

pé 0,01 - 0,03 USP heparin pr. ml bestemmer AT III alene og
af forskellen mellem de to antithrombinmzngdebestemmelser

beregner indholdet af AT-BM.

I stedet for heparin kan der som cofaktor ogsd anvendes xylan

eller )-karrageenan i analoge mzngder.

Ved den anden udfgrelsesform for fremgangsmaden ifgdlge opfin-
delsen anvender man som cofaktorer dextransulfat, mucopoly=
saccharid-polysvovlsyreester, pentosanpolysulfater eller et
ved kemisk eller enzymatisk spaltning af heparin fremstillet
kortkadet heparinderivat. Sadanne heparinderivater eller
heparinanaloge er kendt og findes i handelen f.eks. under be-
tegnelsen Arteparon C) eller SP 54.Ved koncentrationer mellem
ca. 2,5 og 25 pg/ml af disse cofaktorer er kun AT-BM aktiv,
sdledes at indholdet af AT-BM herved bestemmes selektivt,
ogséd i narvarelse af AT III.

Ligegyldigt om man anvender differensmetoden eller den direk-
te specifikke AT-BM-bestemmelse, anvender man hensigtsmessigt
til bestemmelsen 0,01 - 0,1 U/ml thrombin, 0,5 - 1.000 pmol/ml
thrombinsubstrat og 10 - 250 mmol/l stg¢dpude, pH 7,5 - 8,5,
idet man yderligere kan tilsatte indtil 200 mmol/l NaCl og
indtil 50 IU/ml aprotinin. De to sidstnavnte stoffer er dog
ikke vasentlige og kan ogsa udelades.

Desuden har det vist sig gunstigt at tilsatte polyethylen=
glycol og/eller en kompleksdanner for tunge metaller, sdsom
f.eks. ethylendiamintetraeddikesyre og lignende polyaminaceta=

ter.

Som thrombinsubstrat kan anvendes ethvert af de til thrombin-
bestemmelse kendte substrater. Der foretrzkkes de i handelen
verende optisk bestemmelige substrater. Disse er lavmoleky-

lare peptider med en optisk let bestemmelig fraspaltelig rest.
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Is@r foretrakkes som substrat Tos-Gly-Pro-Arg-pNA (hvor pNA

er p-nitroanilid).

Som stgdpudestoffer kan anvendes alle, der er virksomme i
omridet fra 7,5 til 8,5. Der foretrazkkes trisstgdpude, tri=

ethanolaminstgdpude og trisimidazolstgdpude.

I normal humanplasma foreligger AT-BM ved siden af AT III
og giver i gennemsnit ca. 20% af den samlede antithrombin-
aktivitet, idet de resterende ca. 80% skyldes AT III. For-
holdet mellem AT-BM og AT III kan under visse omstandigheder
veret andret. Dette viser de i tabel 2 sammenfattede for-

spgsresultater.

TABEL 2.

Antithrombinbestemmelse med oksgthrombin og 1,75 USP U/ml
heparin ved 257C.

Plasma n Samlet AT % samlet AT
U/ml AT-BM AT III
Normal 5 8,4 %0,3 20,8 5,4 79,2 % 5,4
Svangre 3 7,5 ¥ 2,5 14,0 £ 2,4 86,01 2,4
Bgrn 6 6,1 %0,4 15,5 ¥ 0,5 84,5%0,5
Marcumar 8 5,7% 1,4 11,4 Y 4,5 88,5% 3,9
H?patitis— + + +
mistanke 3 4,6 1,9 10,0 ¥ 5,6 90,0 ¥ 5,6
Serum 3 3,9 ¥ 0,7 32,0 ¥ 4,4 68,0% 4,4

Som navnt er ogsd cofaktorspecificiteten af den nye AT-BM
forskellig fra AT III. Isar opnds med AT III den hgjeste ham-
ningskapacitet i naervarelse af heparin, medens der med AT-BM
kan opnds vasentligt hgjere hamningsvardier med dextransulfat.

De konstaterede vardier er vist i tabel 3.
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TABEL 3.

Sammenligning af cofaktorspecificitet af AT III/AT-BM
ved hamning af oksethrombin.

Cofaktor Antithrombinaktivitet U/ml af
(25 g/ml) AT III AT-BM
5 Heparin '
(15 ug/ml = 1,75 USP/ml) 27,5 ' 13,2
Mkarrageenan 5,4 9,3
Xylan 6,3 1,2
Na~dextransul fat
MG = 500.000) 4,1 33,0
10 Polystyrolsulfonat 0 0

AT-BM adskiller sig ogsa betydeligt i sine egenskaber fra
andre kendte protease—inhibitorer i plasma. Dette fremgar af
fplgende tabel 4.
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Opfindelsen angar endvidere et reagens til bestemmelse af
AT-BM. Reagenset ifglge opfindelsen er ejendommeligt ved,

at det indeholder thrombin, et bestemmeligt thrombinsubstrat,
stgdepude-'pH 7,5 - 8,5, éventuelt NaCl og/eller aprotinin -samt
en af cofaktorerne heparin, xylan, Mkarrageenan, dextran=
sulfat, mucopolysaccharid~polysvovlsyreester, pentosanpoly=
sulfater eller ved kemisk eller enzymatisk spaltning af hepa=
rin fremstillet kortkadet heparinderivat.

I en foretrukken udfgrelsesform er reagenset ifglge opfindel-
sen ejendommeligt ved, at det indeholder thrombin, heparin,
aprotinin, polyethylenglycol, kompleksdanner, NaCl, thrombin-
substrat og stgdepude. Sarligt foretrukne udfgrelsesformer
er ejendommelige ved, at de indeholder thrombin, deXtransul=
fat, aprotinin, NaCl, stgdpude og thrombinsubstrat, at throm=
binsubstratet bestar af Tos-Gly-Pro-Arg-pNA, at det indehol-
der 0,01 - 0,1 U/ml thrombin, 0,5 - 1.000 pmol/ml thrombin-
substrat, 0 - 200 mmol/l NaCl, 0 - 50 IU/ml aprotinin og

10 - 250 mmol/l stgdpude.

Udvindingen af thrombin-inhibitoren AT-BM er beskrevet i tysk
patent 30 38 163. Den beror pa dens forskellige egenskaber
sammenlignet med AT III, f.eks. over for heparin.

Nar man behandler serum, plasma eller en deraf udvunden frak-
tion med uoplgseligt barerbundet heparin og eluerer sidst-
nevnte efter fjernelse af ikke-bundet materiale med en ion-
styrke pa 0,12 - 0,36 og en pH-verdi i omrddet fra 6,5 til
8,3, udvinder man AT-BM. Under disse betingelser elueres

AT IIT ikke.

Til indstilling af pH-intervallet kan anvendes de inden for
dette omrade pufrende stgdepudestoffer. Koncentrationen af
stgdpuden ligger hensigtsmessigt mellem ca. 0,005 og 0,1 M.
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De bedste resultater f£&s ved pH-vardier mellem 7,5 og 8,0.
Der foretrzkkes phosphat- og tris—stgdpuder.

Hensigtsmaessigt arbejdes i narvarelse af et kompleksbindings-
middel, s8&som EDTA. Koncentrationen af dette ligger hensigts-—
messigt mellem 5 og 20 mM.

De fglgende eksempler belyser opfindelsen narmere.

EKSEMPEL 1.

9 dele frisk udtaget blod blandes med 1 del 0,11 mol/l na=
triumcitrat og centrifugeres ved ca. 3.000 omdrejninger pr.
minut. 20 pl af den sdledes fremkomne citratplasma fortyn-
des med 1,0 ml 0,9% NaCl.

5 ml af en oplgsning, som indeholder 0,1 M tris/HCl, pH 8,1,
0,15 M NaCl, 0,01 M EDTA, 1% polyethylenglycol, 6,5 IU apro=
tinin/ml og 1,75 USP heparin/ml blandes med 0,25 ml af en
thrombinoplgsning med 0,5 U/ml, og man lader den henstd i

30 minutter (= AT-reaktionsblanding). Derefter sker bestem—
melsen efter fglgende skema ved en maletemperatur pa 25°C,
en cuvette med en lagtykkelse pa 1 cm og en bglgelangde

pd 405 nm. Der méles ekstinktionstilvaeksten over for luft.

Der pipetteres i kunststofcuvetter:

Thrombin-

udgangsverdi Prévevardi
0,9% NaCl 0,10 ml -
Fortyndet plasma - 0,10 ml
AT-reaktionsblanding 2,00 ml 2,00 ml

Der blandes og inkuberes i 5 minutter
ved 25°C:

1,9 mM chromozym TH ) 0,20 ml 0,20 ml
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Bland, aflzs inden for 30 sekunder begyndelsesekstinktionen
og start samtidig stopuret. Gentag aflesning efter ngjag-
tigt 30, 60 og 90 sekunder.

Af ekstinktionsforskellene pr. 30 sekunder (8E/30 sekunder)
dannes middelverdien, og denne indsattes i beregningen
(jfr. nedenfor).

1) = Tos-Gly-Pro-Arg-pNA.

Man far derved den samlede antithrombinaktivitet. Ved gen-
tagelse af forsgget med en heparinkoncentration nedsat til
0,02 USP/ml f&r man AT III-koncentrationen. Af forskellen
samlet antithrombinaktivitet minus AT IIT fas mengden af
AT-BM.

EKSEMPEL 2.

Koncentration af

Reagenser brugsfard1g‘bp1¢sn1ng
1. Puffer: ,
Tris/HC1 ' 100 mmol/1, pH 8,1
Dextransulfat (molekylvegt 500.000) 1 mg/100 ml
Aprotinin 6,5 IU/ml x)
NaCl 150 mmol/1
2. Thrombin 0,5 U/ml
3. Chromozym ® TH
(Tos-Gly-Pro-Arg-pNA) 1,9 mmol/1
4, Blanding af 1 og 2:
Tris/HC1 90 mmol/1l, pH 8,1
Dextransulfat 0,9 mg/100 ml
Aprotinin 5,9 IU/ml
NacCl 136 mmol/l
Thrombin 0,045 U/ml

x) Inhibitor-enheder (trypsin, chromozym TH, 25°C).

Fremstllllng af reagensblandingen (blandlng af 1l og 2)

Der blandes i en kunststofbeholder, og man lader henstéd ca.
30 minutter ved 25°C: 10 ml stgdpude (oplgsning 1) og 1 ml
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thrombin (oplgsning 2).

Tilberedelse af pr¢ve.

Til bestemmelsen fortyndes 1 del citratplasma med 200 dele
NaCl (0,9%-ig) (f.eks. 50 jl plasma + 10 nl 0,9%-ig NaCl-
oplgsning).

Bestemmelsesopstilling:

Bglgelangde: 405 nm. :
Cuvette: Kunststofcuvette, 1 cm lagtykkelse.

Maletemperatur: 25°¢.
M3ling over for luft (ekstinktionstilvakst).

Til hver mileserie kraves mindst 1 thrombin-tomvardi (TL).

Der pipetteres i kunststofcuvetter:

Thrombin-

tomvardi Prgveverdi
NaCl 0,9% 0,05 ml -
Fortyndet plasma - 0,05 ml
Reagensblanding (4) 1,0 ml 1,0 ml

Der blandes og inkuberes i 5 minutter
ved 25°C:
Oplgsning 3 0,1 ml 0,1 ml

v ——— T ——— S T — o W S = (b P S S St S S ey S Sy G (G et S S A G S S S R P S T T W G R SULSS e o S Gk s b S v

Beregning:
AE/TL/30 sekunder - AEpr¢ve/30 sekunder = AEAT BM,/30 sekunder
IU, - BM/ml AT BM/30 sekunder x 951,1.

Til bestemmelsen blev fremstillet oplgsninger af henholdsvis
AT-BM og AT III, der har fglgende indhold:
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AT ITI: 12,5 IU/ml 25°C.
AT-BM: 12,1 IU/ml 25°C.

Denne koncentration svarer til humanplasmas normale indhold
af AT III.

For at vise specificiteten af bestemmelsen ogsa i narvarelse
af AT IIT blev bestemmelsen udfgrt bdde med AT-BM-oplgsningen
og med en blanding af de to oplgsninger. Herunder gik man
frem som fglger: '

1. Maling af AT-BM:
AT-BM-oplgsningen blev fortyndet 1 + 100 med fysiologisk kog-
saltoplgsning (0,05 ml prgve + 5,0 ml NaCl-oplgsning).

For at fastlagge maleomrddet blev der af denne prgvefortynding
fremstillet yderligere fortyndinger med fysiologisk kogsalt-
oplgsning (9 dele AT-BM (fortynding 1 + 100) + 1 del NaCl,

8 +2, 7+ 3 o.s.v.) indtil en endelig fortynding p& 1:1.000,

Konstante rumfang (0,05 ml) af de fremstillede AT-BM-fortyndin-
ger blev s& anvendt til prgven.

Resultatet er vist pd tegningen (2089). Med prgven fés

inden for de valgte granser proportionale hamningsvardier

(AEpmp_py) *

2. Maling af AT-BM i nervaerelse af AT-III:

0,05 ml ufortyndet AT-BM-oplgsning blev fortyndet med 0,05 ml
AT III-oplgsning (12,5 IU/ml, 25°C) og 4,95 ml fysiologisk
kogsaltoplgsning (svarende til en 1 + 100 fortynding af begge
komponenter) .

Af denne prgveoplgsning blev der fremstillet fglgefortyndin-
ger som beskrevet under 1, afsnit 2.
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Konstante rumfang (0,05 ml) af disse fremstillede fortyndinger
blev sd anvendt i prgven.

Resultatet er vist pa figuren (000000). Inden for prgvens ngj-
agtighed fis samme resultat som med AT-BM alene. Prgveresul-
tatet pavirkes ikke af AT III. Der miles alene AT-BM.

Analoge resultater blev opnaet, ndr dextransulfat blev erstat-
tet med mucopolysaccharid-polysvovlsyreester, pentosanpoly=
sulfater eller med de ovenfor nermere beskrevne heparinderiva-

ter.

Patentkrav.

1. Fremgangsmide til bestemmelse af antithrombin-BM, k e n -
detegnet ved, at man til prgveoplgsningen satter en
antithrombin-BM-cofaktor, thrombin og et substrat, der spal-
tes af thrombin og herved frigiver en detekterbar substans,
og miler spaltningen af thrombinsubstratet som mdl for anti-
thrombin-BM-aktiviteten, idet man

a) udnytter specificitetsforskellene mellem antithrombin-
BM og antithrombin III i nerverelse af forskellige mang-
der af cofaktorerne heparin, xylan eller \-karragee -
nan og maler forskellen mellem de ved h¢j og ved lav
cofaktorkoncentration fremkomne aktiviteter eller

b) direkte maler antithrombin-BM-aktiviteten med dextransul=
fat, mucopolysaccharid-polysvovlsyreester, pentosanpoly=
sulfater eller ved kemisk eller enzymatisk spaltning af
heparin fremstillede kortkadede heparinderivater som

cofaktor.



10

15

20

25

30

DK 1605118B

14

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, kendetegnet ved,
at man som hgj koncentration anvender 1 - 20 USP/ml og som
lav koncentration 0,01 - 0,03 USP heparin pr. ml.

3. Fremgangsmade ifglge kravl, kende tegnet ved,
at man anvender 2,5 - 25 ug/ml dextransulfat eller heparin-
spaltningsprodukt.

4. Fremgangsmdde ifplge krav 1, 2 eller 3, kende teg-
net ved, at man anvender 0,01 - 0,1 U/ml thrombin, 0,5 -
1.000 pmol/ml thrombinsubstrat, 0 - 200 mmol/l NaCl, 0 - 50
IU/ml aprotinin og 10 - 250 mmol/l st¢dpude pH 7,5 - 8,5.

5. Fremgangsméde ifglge krav 2, kendetegnet ved,
at man til oplgsningen satter polyethylenglycol og en kompleks-
danner for tunge metaller. '

6. Fremgangsmdde ifglge et af de foregidende krav, k e n -
detegnet ved, at man som thrombinsubstrat anvender
Tos-Gly-Pro-Arg-pNA.

7. Fremgangsmade ifglge krav 5, k ende tegnet ved,
at man anvender en oplgsning, der indeholder 0,012 U/ml throm=
bin, 6,5 IU aprotinin pr. ml og 1% polyethylenglycol, og som
er 0,01 moler med hensyn til EDTA, 0,15 molar med hensyn til
NaCl, 0,1 molar med hensyn til stgdpude og 0,19 mmolar med
hensyn til substrat. 7

8. Reagens til bestemmelse af antithrombin-BM, ke nde -

»t egnet ved, at det indeholder thrombin, et substrat,

som thrombin kan spalte, og hvorved der fremkommer en detek-
terbar rest, stgdpude pH 7,5 - 8,5, eventuelt NaCl og/el-

ler aprotinin samt en af cofaktorerne heparin, xylan, A-karra=
geenan, dextransulfat, mucopolysaccharid-polysvovlsyreester,
pentosanpolysulfater eller ved kemisk eller enzymatisk spalt-
ning af heparin fremstillet kortkadet heparinderivat.
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9. Reagens ifglge krav 8, kendetegnet ved, at
det indeholder thrombin, heparin, aprotinin, polyethylenglycol,
kompleksdanner, NaCl, thrombinsubstrat og stgdpude.

10. Reagens ifglge krav 8, k ende tegnet ved, at
det indeholder thrombin, dextransulfat, aprotinin, NaCl, stgd-
pude og thrombinsubstrat.

11. Reagens ifglge krav 8 eller 9, kendetegnet ved,
at thrombinsubstratet bestar af Tos~Gly-Pro—Arg-pNA.

12. Reagens ifglge krav 9 eller 10, kende tegnet ved,
at det indeholder 0,01 - 0,1 U/ml thrombin, 0,5 - 1.000 umol/ml
thrombinsubstrat, 0 - 200 mmol/l NaCl, 0 - 50 IU/ml aprotinin

og 10 - 250 mmol/l stgdpude.
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