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(57) Sammendrag:

Det heparinholdige raprodukt fremstilles ud fra indsam-
lede og bearbejdede animalske organer. Disse forbehand-
les, efter eventuel .opskaring, i vendigt medium ved
10-50°C i 0,5-15 timer. Derp4 udskilles det i-vand uop-
leselige heparin-proteinholdige kompleks fra den forbe-
handlede, vandige suspension ved en temperatur fra 75
t11 100°C, hvorpd komplekset isoleres. Dette heparin-
holdige mellemprodukt terres ved en temperatur fortrins-
vis under 100°C indtil dannelsen af et spredt produkt
med 90-95% terstofindhold.

Ved fremgangsmédden opnis optimal udnyttelse af det hepa-
rinholdige ramateriale stammende fra slagterier under '
samtidig borttagelse af de i de animalske organer til-
stedeverende inaktive bestanddele.

fortsattes



1197-80

Det séledes fremstillede raprodukt har ensartet sammen-
setning, lavt fedtstofindhold og lavt kimtal, det kan
oplagres uden sndring af morfologi og indhold af aktiv-
bestanddele, og det er egnet til oparbejdning til heparin
af lsgemiddelkvalitet fortrinsvis ved modstremsextrak-
tion.
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Opfindelsen angar en fremgangsmade til fremstilling af en
ny type af heparinholdigt ramateriale ud fra heparinhol-
dige animalske organer, hvorved den industrielle frem-

stilling af heparin forbedres betydeligt.

Heparin er pd grund af dets antikoagulerende egenskab et
vigtigt legemiddel. Dets syntetiske fremstilling er ikke
lpst, og saéledes er ramaterialet for heparinfremstilling
i stor mdlestok uvegerligt animalske organer, som er rige
pa heparin, sésom tyndtarmen fra svin, kvag eller far og
lunger, idet den aktive ingrediens, heparin, selv i de
animalske organer, som er rige p& heparin, "kun udg¢r fra
1072 ti1 10”3 & af deres vagt, hvilket er et yderst lavt
indhold. Adskillelse af den lille m®ngde aktiv ingrediens
fra den store masse af ballastmateriale i ramaterialet er
i sig selv problematisk, men vil iser vere det, hvis de
ledsagende materialer andrer deres egenskaber, sasom ved
nedbrydning under opbevaring eller transport af ramate-

rialet.

For at gennemfgre ¢gkonomisk industriel produktion er det
derfor, ud over det abenbare Kkrav om at bevare organets
totale heparinindhold indtil forarbejdningen, ogsd ngd-
vendigt, at de fysiske, kemiske og morfologiske egenska-
ber af de inaktive materialer, at det udg¢r hovedparten
af organet, forbliver uandrede. Enhver andring i de inak-
tive materialers egenskaber kan forarsage saddanne for-
arbejdnings- og rensningsproblemer under forl¢bet af den
farmaceutiske forarbejdning (ekstraktion osv.) af de he-
parinholdige rématerialer, som kan g¢re den ¢konomiske

fremstilling af et egnet slutprodukt umulig.

Det er tilrédeligt at opfylde disse krav allerede under

prepareringen (indsamling og opbevaring) af ramaterialet.

Vigtigheden af indsamling og opbevaring af de heparinhol-
dige ramaterialer behandles kun i nogle fa patentskrif-
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ter, f.eks. HU patentskrift nr. 148 776 og 149 329 og US
patentskrift nr. 2 587 924, men selv disse beskazftiger
sig kun perifert med dette spgprgsmdl. Vigtigheden af en
egnet behandling af rdmaterialerne under indsamlingen og
opbevaringen af organerne kan indses ved betragtning af
de fplgende alment kendte fakta:

Levende organer, som er i fysiologisk balance, indeholder
heparinet i forskellige former, hovedsageligt knyttet til
forskellige proteiner. Nar dyrene slagtes, forstyrres den
fysiologiske balance af de levende organer og vav, Og
autolysen pa grund af de hydrolyserende, fg¢rst og frem-
mest proteolytiske, enzymer i de overlevende vav begynder
¢pjeblikkeligt, hvorved der sker en ukontrolleret nedbryd-
ning af de ledsagende ballastmaterialer, af og til koblet
med nedbrydning af den aktive ingrediens. Pa den anden
side sker ved indsamlingen og opbevaringen af de animal-
ske organer, der sadvanligvis finder sted under ikke-ste-
rile omstendigheder, en mikrobiologisk forurening, hvor-
ved der friggres enzymer, som nedbryder protein og aktiv
ingrediens. Virkningen deraf er identisk med den f¢rst-
navnte virkning af vavenes egne enzymer. US patentskrift
nr. 2 884 358 henviser i spalte 1, linie 51-53 til den
ubehagelige lugt, som opstdr under opbevaring af de ani-
malske organer, den misfarvning, som pavirker selv slut-
produktet, opstaen af pyrogenicitet og reduktion af den

ekstraherede mengde heparin.

Tre fremgangsmader til indsamling og opbevaring af hepa-

rinholdige organer har vundet almen anerkendelse:

1) Hurtig frysning og dybfrossen opbevaring af organerne

i naturlig tilstand;

2) hurtig frysning og dybfrossen opbevaring af organerne
efter varmedenaturering (hvor der i almindelighed f¢r de-

natureringen foretages hakning og tilfe¢rsel af vand); og
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3) konservering af det med vand fortyndede hakkede pro-
dukt af organerne (i tilfelde af slimhinder: uden hak-
ning, men efter delvis afvanding af den fortyndede vandi-
ge suspension, som fas ved tarmrensningen) med kemika-

lier, almindeligvis med forskellige uorganiske salte.

Fremgangsmaderne (1) og (2) har den ulempe, at de er
energi-, investerings- og arbejdskravende. Hurtig opnael-
se af temperaturen -18 °C og opretholdelse af denne under
opbevaringen og derpa under ‘leverancen indtil pdbegyndel-
se af forarbejdning stiller hgje energi- og investerings?
krav (der ma udvikles en sikkert fungereride kolekzde).
Arbejdsintensiteten fremgdr af den hg¢je arbejdskraftkapa-
citet, som er bundet i handteringen af organerne med he¢jt
(77-85 %) vandindhold, emballering, levering og forbere-
delse af produktionen (pakning 1 frossen tilstand). Den
tredie fremgangsmade, dvs. konserveringen med kemikalier,
er utvivlsomt mihdre energikravende end de forstnavnte,
men p& grund af det opsamlede materiales hg¢je vandindhold
(86-90 %) ¢ges leveringsrumfanget og omkostningerne bety-
deligt. Korrosionen af de specielle transport- og opbeva-
ringsindretninger, der kun anvendes til dette formal, er
mere intensiv pa grund af de anvendte kemikalier, og
frostbeskyttelse af opbevaring- og transportindretninger-
ne ved en temperatur, som permanent er under frysepunk-
tet, er vanskelig og dyr. For at reducere leverings- Og
opbevaringsomkostningerne opsamles kun en del af organer-
ne i fortyndede vandige opl¢sninger (f.eks. vandig slim-
hindeopslemning ved tarmrensning), dvs. kun den del, som
har relativt he¢jt indhold af aktiv ingrediens. P& denne
made formindskes imidlertid den ma@ngde organ, som kan op-
samles fra hvert dyr, og mengden af heparin formindskes,
hvorfor opsamling af den samme mengde heparinindhold krae-

ver udstyr i flere slagterier.

Ulempen ved alle de tre opsamlingsmetoder er, at der kun
kan etableres nasten bakteriostatiske betingelser under
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opsamlingen og opbevaringen, hvilket kun delvis eller
slet ikke udelukker enzymindvirkningen. Enhver teknolo-
gisk fejl (f.eks. periodisk afbrydelse af kplekzden, he-
jere bakterietal fra starten, forurening osv.) kan fgre
til oph¢r af de nasten bakteriostatiske betingelser og
dermed til forgget og ukontrollabel enzymvirkning, hvil-
ket feorer til mere intensiv reduktion af aktiv ingrediens
og &ndring af organsammensatningen og saledes til opar-
bejdningsproblemer.

Problemerne pa grund af endring af sammensatningen (ned-
brydning) forverres af organernes hgje naturlige fedtind-
hold. ’

Ulemperne ved de anvendte indsamlingsmetoder wville kunne
elimineres ved den metode, som bedst kan virkeliggg¢res i
praksis, hvorved det friske organ pa& oprindelsesstedet
kontinuerligt forarbejdes til heparin eller til et mel-
lemprodukt, som er let at opbevare. P4 lignende made vil-
le en tilfredsstillende l¢sning kunne vare den ¢jeblik-
kelige te¢rring af de friske organer (afvanding med opl¢s-
ningsmiddel, ved fryset¢rring eller pulverisering) og op-
arbejdning af det sdledes opnaede mere stabile pulverfor-
mede organ efter opbevaring. Imidlertid syntes anvendel-
sen af disse fremgangsmdder kun at vere gennemf¢rlig un-
der laboratoriebetingelser af gkonomiske grunde (h¢je om-
kostninger til opl¢sningsmiddel eller hg¢je investerings-
og procesomkostninger). (Methods of Biochemical Anal.:
Vol. 24, side 244, 1977; Methods of Biochemical Anal.:
Vol. 7, side 269; Methods of Carbon Chem.: Vol. 7, side
90, 1976).

Pa basis af det ovenstdende kan det fastslas, at den for-
ste fase af heparinfremstillingen i industriel mdlestok -
indsamling af heparinholdige organer, n¢dvendig opbeva-
ring f¢r oparbejdningen - ikke l¢ses optimalt, fordi sam-

mensatningen og dermed indholdet af aktiv ingrediens va-
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rierer inden for vide granser. Derfor har de patenter,

som beskaftiger sig med fremstillingen af heparin i indu-
striel malestok, forse¢gt at indfgre sadanne teknologiske
trin i fremgangsmaderne til ekstraktion af den aktive in-
grediens, som tilvejebringer mulighed for effektiv opar-
bejdning af de mest typiske organer af gennemsnitskvali-
tet, som er til radighed. Af det forudgaende f¢lger, at
produktionsteknologierne ikke kan realiseres i det opti-

male niveau p& grund af den svingende kvalitet af organ-

materialet.

I GB patentskrift nr. 1 505 237 er beskrevet en frem-
gangsmdde til fremstilling af et affedtet heparinholdigt
rémateriale, som gar ud fra dybfrosset heparinholdigt
dyrevev. Ved denne fremgangsmdde bliver det frosne vav
efter findeling opte¢et, opvarmet til 7-35 °C og autolyse-
ret i 2-15 timer, hvorefter blandingen underkastes azeo-
trop ekstraktion med et organisk oplg¢sningsmiddel til af-
vanding og affedtning af vavet. Derved forbedres hepa-
rinets tilgzngelighed, men af de inaktive materialer
fjernes kun fedtet. Desuden er strukturen af det opnaede
ramateriale uzndret, dvs. cellemembraner Og andre membra-

ner og fibre forbliver i deres oprindelige tilstand.

Opfindelsen er rettet mod'fremstilling af en ny type ra-
materiale for heparinfremstilling i industriel malestok
og i et kontinuert system, som muligger optimal udnyttel-
se af det tilgazngelige heparinholdige materiale under
samtidig fjernelse af de inaktive materialer, som er til
stede i de animalske organer (fedt, uorganiske salte,
polypeptider, nucleotider, nucleosider osv.), sdledes at
der sikres en hidtil ukendt h¢j koncentration af den ak-
tive ingrediens. Desuden er den kemiske, fysiske og mor-
fologiske sammensatning af det opnaede materiale Kkon-
stant. Opbevaret ved stuetemperatur beholder det sin sam-
mensatning i et ubegrenset tidsrum uden behov for spe-

cielle betingelser, herunder kimtallet, som er meget lav
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under de anvendte betingelser. Ud fra den nye type rama-
teriale kan der fremstilles et slutprodukt af terapeutisk
kvalitet ved enhver kendt industriel heparinekstraktions-
metode pd en sddan mdde, at oparbejdningsteknologierne pd
grund af den uezndrede sammensztning, det h¢je heparinind-
hold og den 1lille ma&ngde ledsagende materiale og lave
fedtindhold kan optimaliseres i hgjere grad end tidlige-
re. P4 grund af den fysiske form af det nye ramateriale,
som er inden for et afgrenset kornst¢rrelsesomrade med
stor overflade, og som er amorf og bevares selv i vadt
medium, kan der opnds yderligere fordele i den sdkaldte
ekstraktionsfase af den industrielle heparinfremstilling

(mulighed for modstrgmsekstraktion).

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen angar fremstilling af
et heparinholdigt ramateriale ud fra heparinholdige ani--
malske organer, hvilket rémateriale har en konstant sam-
mensaetning med h¢jt indhold af heparin og lavt fedtind-
hold og kimtal og uden @ndring i morfologien og heparin-
indholdet, og det szregne ved fremgangsmaden er, at de
heparinholdige animalske organer, om n¢dvendigt efter
hakning suspenderes i vandigt medium og lagres i det van-
dige medium ved 10-50 °C i 0,5-15 timer, hvorefter et i
vand uoplgseligt heparin-protein-holdigt kompleks udfel-
des fra den autolyserede suspension ved opvarmning til
75-100 °C dg omdannes til let filtrerbare aggregater ved
fortsat varmebehandling, bundfaldet skilles fra, og det
isolerede heparinholdige ramateriale t¢rres, fortrinsvis
ved en temperatur under 100 °C, indtil der er opnaet et
smuldrende holdbart produkt med 90-95 % te¢rstof.

Udgangs-rédmaterialet er fortrinsvis svinetyndtarm, slim-
hinder, ser¢se hinder og okselunge, men ethvert andet he-
parinholdigt organ, sdsom oksetyndtarm, faretyndtarm, ok-
semilt, andre indvolde, lever osv., kan anvendes til det-
te formdl. Nar der anvendes slimhinder, er hakning og

vandfortynding ikke n¢dvendig. De andre dyreorganer hak-
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kes til 4-6 mm st¢rrelse, og der fremstilles en vandig
suspension, som i varierende grad har heparin og pro-
teiner i oplgsning og ogsd i form af kolloidal opl¢sning.
Den vandige suspension indstilles til et torstofindhold
pad 1,5-17 %. Fortyndingen udfpres med vand, fortrinsvis
med en temperatur pd 36-42 °C, saledes at ydre opvarmning
ved autolysen ikke er n¢dvendig eller kun er n¢dvendig i
mindre grad. Den opnaede suspension ud fra de saedvanlige
heparinholdige materialer holdes i temperaturomradet 30-
50 °C, almindeligvis i 2-6 timer. Efter autolysen foreta-
ges udfaldning af heparin-protein-komplekset ved direkte
indblasning af damp i suspensionen eller ved varmebehand-
ling af suspensionen i et langere tidsrum, medens hoved-
parten af det tilstedeverende heparin fikseres til de
filtrerbare proteiner. Varmebehandlingen udfores i et
kontinuert system ved 85 °C eller derover i mindst 2 mi-
nutter eller i et intermitterende system i 15 minutter
eller langere. Ved udfaldning af proteinerne opnas gun-
stig kornst¢rrelse m.h.t. isoleringen ved filtrering, og
samtidig ¢delagges ogsa de virulente kim. Bundfaldet iso-
leres med ca. 20-25 % t¢rstofindhold i en optimal meka-
nisk separator, som fungerer ved tyngdekraftens virkning.
Den mekaniske separator bg¢r have en eventuelt kontinuert
regenererende filteroverflade, men kontinuerte eller in-
termitterende plansigter, Kkurvesigter, centrifuger eller
skrueseparatorer er ogsa anvendelige. Det udt¢mte fil-
trat, som kan indeholde 5-35 % af det oprindelig te¢rstof-
indhold og, afhengigt af den kontrollerede forbehandling,
er sammensat af ikke-varmedenaturerbare proteiner, pep-
tider, nucleinsyrederivater, fedtstoffer, lipoider og mi-
neralsalte, ledes til kloaken. Det isolerede heparinkon-
centrat te¢rres i en t¢rreovn ved 100 °C til 90-95 % tor-
stofindhold, hvorved der opnas et fedtfattigt koncentrat
i form af amorfe partikler med stor overflade og med en
kornstgrrelse hovedsageligt mellem 0,2 og 1,6 mm, som er
opbevaringsstabilt i lang tid og er sarlig egnet til
f.eks. intermitterende eller kontinuert modstrpmsekstrak-



10

15

20

25

30

35

DK 166504 B

tion.

Det blev erkendt og pavist eksperimentelt i eksempel 1,
at der blandt proteinkomponenterne i de friske heparin-
holdige organer kan findes et stort overskud af sddanne
proteiner i forhold til det naturlige heparinindhold, som
er i stand til at fiksere det oplgste heparin og heparin-
protein-komplekser pa en sadan made, at de kan isoleres
fra oplgsningen efter den konventionelle irreversible
varmedenaturering. Mzngden af disse proteiner, som er eg-
nede til at fiksere heparinet, falder som funktion af au-
tolysehastigheden og -tiden (dekomponering), eftersom de
overskydende proteiner, der er i stand til at fiksere he-
parin, nedbrydes til polypeptidfraktioner, som ikke dena-

tureres af varme og saledes er uegnede til fiksering.

Endvidere blev det erkendt og pavist i eksempel 2, at der
ved anvendelsen af den kontrollerede kortvarige autolyse
i de friske organer kan opnds en reduktion i mengden af
badde de overskydende heparinfikserende proteiner og andre
proteiner ved nedbrydning af disse til delenheder, som
ikke denatureres af varmepdvirkningen, saledes at der pa
denne madde efter denaturering med efterfg¢lgende varmebe-
handling kan opnds et ramateriale, som er rigere pa hepa-
rin end de naturlige udgangsmaterialer. De gennemfgrte
forspg forte til de overraskende og uventede resultater,
at nedbrydningshastigheden af de proteiner, som er egnet
til fiksering af heparinet, er vasentligt lavere end af
de proteiner, som er ude af stand til fiksering, og end-
videre at det under autolyseprocessen ogsd er muligt at
opnd fjernelse af nucleotiderne, nucleosiderne osv., dvs.
andre ledsagende produktionsforstyrrende komponenter, i
filtratet. Som resultat af disse samlede erkendelser har
det fremstillede ramateriale et t¢rstofindhold pa 20-25
%, det er et beriget ramateriale praktisk taget uden tab
af heparin, som i sammenligning med de naturlige ramate-

rialer, hvorfra heparinet opl¢ses ved enhver af de sad-
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vanlige ekstraktionsmetoder, beregnet pd tg¢rstof indehol-
der 5-35 % mindre ledsagende materiale, som forstyrrer

heparinekstraktionen.

Erkendelsen inkluderer, at det fremstillede ramateriales
varmefglsomhed er lavere end heparinets. Derfor kan de
dyre og komplicerede t¢rringsmetoder, séasom lyofilise-
ring, pulverte¢rring eller afvanding med opl¢sningsmiddel,
elimineres, fordi den heparin-protein-binding, som er ud-
viklet inden i organet, har en beskyttende virkning pa
heparinindholdet, som g¢r det muligt at holde organet ved

en temperatur over 100 °C selv i flere timer.

Fordelene ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen kan oOp-

summeres som folger:

1) Der kan fremstilles en ny type heparin-ramateriale-
koncentrat med 90-95 vegt-% t¢rstofindhold, som kan opbe-
vares uden andring af heparinindholdet og sammensatningen

ved normal temperatur i lang tid;

2) det nye ramateriale g¢r det muligt ved ekstraktion af
heparinindholdet at opnd optimalt udbytte beregnet pa dy-

reorganenhed;

3) de ngdvendige fremgangsmadetrin kan let udfgpres i de
dyreorgan-forarbejdende anleag, hvilket reprasenterer lave

specifikke plads-, energi- og investeringskrav;

4) kimtallet i det heparinholdige ramaterialekoncentrat
er lavt, da det kun indeholder en lille m@ngde lipoider

og fedt;

5) det nye ramateriales konsistens og kornstgrrelse er
meget favorabel med henblik pd teknologien ved yderligere
forarbejdning, og heparinet, som er isoleret over for

varmepavirkning fikseret til de native proteiner, mobi-
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10

liseres let, dvs. det kan opl¢ses igen;

6) den konstante sammensatning af det heparinholdige ré&-
materialekoncentrat giver fordelagtig mulighed for sim-
plificering og optimalisering af den fuldsteandige for-
arbejdningsteknologi;

7) selv lang-distance-transport af rdmaterialet er ¢kono-

misk;

8) behovet for arbejdskraft er lavt ved kontinuert ud-

pvelse af fremgangsmaden.

Ifplge en foretrukken udfgrelsesform af fremgangsmaden
ifplge opfindelsen hakkes det heparinholdige animalske
organ, om ngdvendigt, i en industriel k¢dhakker til en
kornstgrrelse p& 4-6 mm i overensstemmelse med slagt-
nings- og opskaringshastigheden. Det animalske organ for-

' tyndes med vand med en temperatur pa 18-50 °C til en kon-

centration pa 1,5-17 %. Den vandige organsuspension leve-
res af en pumpe ind i det udstyr, der anvendes til den
indledende autolyse, og holdes ved 30-50 °C i 2-6 timer.
Efter forbehandlingen underkastes organsuspensionen var-
mebehandling ved 82-100 °C. Til varmebehandlingen anven-
des en direkte dampinjektor. Derpa udfazldes et heparin-
holdigt bundfald i form af let filtrerbare smuldrende
korn fra den vandige organsuspension i et kontinuert sy-
stem af isoleret r¢rsektion ved en langsom str¢mningshas-
tighed i 2-6 minutter. Det vandige medium, som kun inde-
holder inaktive forstyrrende materialer, fjernes fra det
smuldrende bundfald under tyngdekraftens virkning, f.eks.
igennem sigter, og ramaterialet opnads med et t¢rstof-
indhold pd mindst 23 %. Filtrering kan udfgres i filter-
enheden af det udstyr, der er beskrevet i HU patentanse¢g-
ning nr. RI-705, der sikrer en konstant regenererende ef-
fektiv filteroverflade, saledes at fedtekstraktionen osv.

bliver mere effektiv end i de intermitterende systemer,
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og effektiviteten kan forgges yderligere af det indbygge-
de vaskningssystem. Det isolerede radmateriale kan opbe-
vares uden afkpling og frysning, hvis det vade réamate-
riale kontinuert te¢rres ved den hastighed, hvormed det
dannes, i den meget effektive tg¢rringsenhed af det udstyr
som er beskrevet i den navnte HU patentansggning. Under
tprringen reguleres temperaturen af bade dampen og luften
savel som af den fugtige luft, der forlader udstyret, pa
en sadan made, at der opnds et heparinholdigt ramateria-
lekoncentrat med en kornstg¢rrelse pa 0,2-1,6 mm og med
ca. 92 $ terstofindhold i lgbet af en relativt kort tor-
ringsperiode mellem temperaturgranserne 80-180 °C ved
indgangen og 50-110 °C ved udgangen. Dette koncentrat er
enzymfattigt, har konstant sammensatning, har lavt kim-
tal, er fedtfattigt og bevarer sin sammensztning uandret
i det industrielt beregnede temperaturomrade i lang tid.
Dets lave kimtal muligg¢r ikke kimformering, sa det er
¢konomisk at opbevare og transportere. Heparinindholdet
af det opndede ramaterialekoncentrat varierer afhengigt
af heparinindholdet i det oprindelige animalske organ.
Hvis man gar ud fra svineslimhinde, opnds et produkt med
0,15 kg/lO5 IE aktiv ingrediens, som indeholder vasent-
ligt mindre ballastmateriale end de andre heparinramate-
rialer. Heparinet kan bringes i vandig oplgsning fra det
opnadede ramaterialekoncentrat ved enhver af de konventio-
nelle ekstraktionsmetoder under mere favorable betingel-
ser end med de hidtil anvendte ramaterialer. Den beskrev-
ne fremgangsmdde kan udfgres i et intermitterende system

under bevarelse af de fundamentale fordele.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen belyses narmere ved de
efterfgplgende udfprelseseksempler, hvor eksempel 1 og 3
belyser nogle af de erkendelser, opfindelsen bygger pa;
mens eksempel 2 viser en sammenligning af to raprodukter
fremstillet ved fremgangsméden ifgplge opfindelsen med
henholdsvis det r& udgangsmateriale og et raprodukt, som

er behandlet ved denaturering uden forudgdende autolyse,
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og eksempel 4 viser en foretrukken udfgrelsesform af
fremgangsmdden ifplge opfindelsen og en sammenligning af
produktet med produkterne opndet i eksempel 3.

EKSEMPEL 1

Dette eksempel viser, at koncentrationen af de heparin-
fikserende proteiner i de friske animalske organer er ho-
jere end koncentrationen. af heparin.

1,0 kg frisk slimhinde fra svinetyndtarm med 16,0 vagt-%
toprstofindhold fortyndes med 1,0 liter vand. Pulveriseret
rent heparin blev oplgst i fortyndingsvandet til en hepa-
rinkoncentration pa 82 IE/ml. Suspensionen blev opvarmet
til 85 °C under blanding og derefter blev det varme dena-
turerede organ skilt fra i en sigte efter en hvileperiode
i 5 minutter. P& basis af en pr¢ve taget fra de 1380 ml
filtrat blev det fastslaet, at heparinkoncentrationen var
1,4 IE/ml, dvs. at ca. 80 000 IE af de tilsatte 82 000 IE
heparin wvar fikseret til det denaturerede animalske or-

gan.

Hvis slimhinden fra den friske svinetyndtarm holdes ved
stuetemperatur i 36 timer og s& fortyndes med 1,0 liter
vand pr. kg, tilsat heparin til en koncentration pa 41
IE/ml, og der endelig udfgres varmedenaturering ved 85
°C, sd& findes det, at heparinkoncentrationen i de 1440 ml
filtrat er 2,1 IE/ml, dvs. at den heparinfikserende evne
hos det denaturerede organ opnaet ved forarbejdning af

1,0 kg slimhinde, er reduceret til 38 000 IE heparin.
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EKSEMPEL 2

Dette eksempel paviser, at der ved fjernelse af ballast-
materialerne i organerne kan fremstilles et rdmateriale
med en hidtil ukendt koncentration af heparin uden tab af
heparin, fordi nedbrydningshastigheden af de organdele,
som er indifferente med hensyn til heparin-protein-bin-
ding under den indledende autolyse, er hgjere end af de
proteiner, som fikserer heparinet ved denatureringen oOg

den efterfgplgende isolering ved filtrering.

Hver af tre prg¢ver bestdende af 2 kg frisk™ svinetyndtarm
med 17,3 vagt-% te¢rstofindhold blev fortyndet med 3 liter
vand. Temperaturen blev indstillet til 29,5 °C, og den
forste pre¢ve blev forarbejdet uden autolyse, den anden
efter 6 timers autolyse, og den tredie efter 18 timers
autolyse. Forarbejdningen blev udfort ved opvarmning af
organsuspensionerne til 93 °C under blanding og filtre-
ring efter en hvileperiode pad 5 minutter. Vagt og teér-
stofindhold af de denaturerede organer, som blev tilbage
pad filtret, savel som volumen, tprstofindhold og heparin-
koncentration af det udtgmte filtrat blev malt.

Uden autolyse blev der opnéet 1,37 kg denatureret organ
med 22,8 % torstofindhold ud fra de 2 kg frisk svinetynd-
tarm, filtratets rumfang var 3670 ml, t¢rstofindholdet
0,82 vagt-%, og heparinaktiviteten under 1,25 IE/ml. Ef-
ter autolyse i 6 timer var vagten af det opnaede denatu-
rerede organ 1,18 kg og t¢rstofindhoidet 23,2 %, filtra-
tets volumen var 3780 ml, t¢rstofindholdet 1,72 %, og he-
parinaktiviteten 1,25 IE/ml. Efter autolyse i 18 timer
blev der opndet 0,99 kg denatureret organ med 24,1 % tor-
stofindhold, filtratets volumen var 3980 ml, te¢rstofind-
holdet 2,43 %, og heparinaktiviteten under 1,25 IE/ml.

Eftersom der ikke forekom noget tab af heparin under be-

handlingerne var heparinindholdet af det oprindeligt an-
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vendte organ 118 000 IE, sdledes at der ved langere auto-
lyse kunne fremstilles et mere og mere heparinkoncentre-

ret ramateriale.

Resultatet af forarbejdningen er vist i den efterfglgende
tabel 1:
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EKSEMPEL 3

Dette eksempel viser, at slimhinden fra svinetyndtarm kan
torres i det intermitterende system uden tab efter dena-

turering.

260 kg vad slimhinde fra svinetyndtarm med 6,4 $ t¢rstof-

indhold £fra tarmrensemaskinen opsamles i homogeniseret

'tilstand. Der udtages en 10 kg pr¢ve til yderligere sam-

menligningsfors¢g (pr¢ve A), og derpa opvarmes materialet
under omr¢ring til 85 °C i lgbet af kort tid i en indret-
ning, som er egnet til direkte indf¢relse af damp. Efter-
hdnden som man narmede sig sluttemperaturen, blev omre-
ringsintensiteten reduceret. Efter at man havde naet 85
°C, fik materialet lov at hvile i 15 minutter, hvorved

denatureringsprocessen blev fuldfert.

Materialet, som var koaguleret i form af et smuldrende
bundfald, blev f¢rt fra indretningen til metalsigter med
1,2 mm maskevidde, og der blev udskilt gullige heparin-
holdige koagulerede korn. Efter filtrering fik det fra-
filtrerede materiale lov at hvile i en time, mens det
blev gennemblandet flere gange for at intensivere af-
vandingen. Der blev opndet 62 kg heparinholdigt koagule-
ret materiale med relativt mindre fedtindhold end det op-
rindelige materiale, selv om en vis del af fedtet igen er
blevet bundet pé& bundfaldets store overflade under fil-
treringsprocessen. Te¢rstofindhold af det koagulerede pro-
dukt: 23,4 %.

Heparinaktiviteten af den pr¢ve, der blev taget fra fil-
tratet, er under 0,9 IE/ml, te¢rstofindholdet 0,88 %. Hvad
angar sammens@tningen, blev den fundet at indeholde fedt,
uoplgselige og oplgselige proteiner, nogle peptider og
polypeptider, uorganiske salte og nogle andre inerte kom-

ponenter.
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Denaturerede prg¢ver B, C og D pa hver 10 kg blev taget
fra det forarbejdede udgangsmateriale. '

Pr¢ve B blev i en filterpresse komprimeret i en lagtyk-
kelse pd 1,5 cm. Som resultat af presningen blev der op-
ndet 7,4 kg produkt med 30,3 % tprstofindhold. Hvis det
ved presningen anvendte lag er tykkere, sa vil presnings-

effektiviteten blive lavere.

Prgve C blev delt i to lige store dele (prove Cl og Cz).
Prove Cl med en lagtykkelse pa 0,5 cm blev torret i en
udluftet exsiccator ved 90 °C i 1 1/2 degn: Der blev op-
nadet 1,31 kg produkt med 88 % te¢rstofindhold, som blev
findelt i en mplle og i det fglgende betegnet Cll' Prove
C2 blev ikke t¢rret.

Parallelle ekstraktionsfors¢g blev gennemf¢rt med prgver-
ne A, C2 og C11 til sammenligning af det ekstraherbare

heparinindhold.

For at lette den talmazssige sammenligning svarede den
mangde af hver prgve, som blev forarbejdet, til 0,468 kg
tgrstofindhold. I overensstemmelse hermed blev der forar-
bejdet 7,31 kg af pre¢ve A, 2,0 kg af pro¢ve C2 og 0,532 kg
af prove Cll'

Med henblik pa ensartethed af de sammenlignende ekstrak-
tionsprocesser blev der ud over identisk te¢rstofkoncen-
tration ogsd anvendt identiske reagensforhold. Ekstrak-
tionsblandingens volumen blev fortyndet med ledningsvand
til 8,0 liter, hvilket kravede 690 ml ledningsvand til

prgve A, 6000 ml til pr¢ve C2 og 7470 ml til prove Cll'

De yderligere arbejdstrin i ekstraktionen var fglgende:

385 g ammoniumsulfat blev sat til den vandige blanding

under konstant omr¢ring, hvorefter blandingen blev opvar-
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met til 60 °C. Ved denne temperatur blev der indstillet
en pH-verdi pd 10,0 med natriumhydroxid, og for at ind-
stille ekstraktionsligevagten blev den f¢rnavnte tempera-
tur opretholdt i 2,5 timer. Efter 2,5 timer under kon-
stant omr¢ring blev pH-verdien saznket til 8,2 ved tilsat-
ning af fast ammoniumchlorid, og derpa@ blev blandingen
opvarmet til kogepunktet. Efter kogning i 5 minutter fik
blandihgen lov at hvile i 10 minutter, og derpad blev or-
ganrester adskilt fra ekstraktionsvesken pa en metalram-
mesigte med maskevidde 1,0 mm. En pr¢ve blev udtaget fra
organresterne pa filtret, og te¢rstofindholdet blev malt
for at bestemme mengden af ekstraktionsvaske, som var til
stede i organresterne. Udbytterne beregnet som det hepa-
rinindhold, der blev fundet i pr¢verne, pa basis af den
oprindelige begyndelsesvagt var f¢lgende:

Prgve A

heparinindhold 126000 IE
materialeforhold 58,2 kg organ/lO6 IE
Prove C2

heparinindhold : 148500 IE
materialeforhold 13,5 kg organ/lO6 IE
Prgve Cll

heparinindhold 162500 IE
materialeforhold 3,27 kg organ/10° IE

Den sammenlignende analyse af de ovenstdende resultater
er anfgrt i tabel 2 efter eksempel 4.
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EKSEMPEL 4

Tyndtarmslimhinde med 6,3 % gennemsnitligt torstofindhold
fra tarmrensemaskinen som i eksempel 3 sendes igennem en
isoleret r¢rsektion med fremfgringspumpe. Der indstilles

en opholdsperiode pd 1,5 time ved 41 °C i udstyret.

Det autolyserede rd dyreorgan blev forarbejdet i et kon-
tinuert system med det udstyr, der er beskrevet i dansk
patentskrift nr. 154 005. I lynopvarmningsenheden blev
organblandingen opvarmet til 90 °C ved direkte indfgrsel
af damp og blev derpd behandlet under langsom str¢gmning i
7,5 minutter i den spiralformede varmeisolerede r¢rsek-
tion, som h¢rer til udstyret. De koagulerede korn blev
skilt fra i en filtertromle af typen forsynet med skrue-
transport¢r og med lukket damprum. Den med skruetranspor-
tor forsynede filtertromle sikrer fremfgring af det fra-
filtrerede heparinholdige ramateriale fra filterenheden

under kontinuert filtrering.

Det frafiltrerede produkt leveres igennem et fpdesystem
ind i det med filtrene forbundne, horisontalt anbragte,
cylindriske te¢rringsudstyr, der opvarmes udvendigt med
damp, indvendigt med varm luft, og er forsynet med blan-
der og valser. Den Kkontinuerte t¢rring af produktet i
dette udstyr gennemfgres pd en sadan made, at den varme
luft, som produceres i en separat luftopvarmningsenhed,
hvori luften suges ind fra omgivelserne af en ventilator,
dampopvarmes til 142 °C. Temperaturen af den udgdende va-
de luft er indstillet til 82-88 °C. ’

Udgangsramaterialet blev tilfert med hastigheden 600 1/h,
og efter k¢rsel af udstyret i 6 timer blev der opnaet 178
kg nasten fedtfrit produkt med 90,4 % torstofindhold og
et kimtal pa 102—103/g. Kornst¢rrelsesfordelingen af det
opndede produkt er sadan, at det kan opbevares ved stue-

temperatur i ubeskadiget tilstand i et ubegranset tids-
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rum, 80 % af kornene er i steorrelsesomradet 1,6-0,2 mm.

En pr¢gve blev taget fra filtratet hver halve time, og
tprstofindholdet, heparinindholdet og indholdet af vig-
tige kemiske komponenter blev pr¢gvet. Det gennemsnitlige
torstofindhold var 1,41 %, heparinaktiviteten wvar under
0,92 IE/ml, og filtratet indeholdt en wvasentlig mangde
fedt, mindre uoplgseligt og oplg¢seligt protein end det
isolerede filtrat i eksempel 1, men en st¢rre mengde pep-
tider og polypeptider sdvel som uorganiske salte og iner-

te urenheder.

Det ved autolyse opndede produkt muligge¢r fremstillingen
af et heparinberiget ramateriale. Det t¢rrede ramateriale
i eksemplet, prove E, forarbejdes ved ekstraktion i de

mengder og forhold, som er anf¢rt i eksempel 3.

Sammensatningen af pr¢verne ifglge eksemplerne 3 og 4 og

forspgsresultaterne er sammenfattet i tabel 2.

For at opnd en ngjagtig sammenligning blev der udregnet
to typer heparinindhold og tre typer materialeforholds-
verdier. Udregningen af de to typer heparinindhold er
ngdvendig, fordi den anvendte ekstraktionsmetode wvar en
enkelt intermitterende ekstraktion, hvori organresterne,
der forblev pa sigten i forskellige mengder under fra-
skillelsen af ekstraktionsvaeskerne - hvis man gar ud fra,
at der var ligevaegt - indeholdt ekstraktionsvaske af sam-
me Kkoncentration som den filtrerede ekstraktionsvaske.
Det bemzrkes, at dette heparindinhold er teoretisk opnae-
ligt ved gentagen ekstraktion. Den verdi, som er anfe¢rt i
spalte 9, er den faktisk opndede verdi udregnet pa& basis
af vardien af de filtrerede ekstraktvasker, mens de sa-
kaldte teoretiske vaerdier angivet i spalte 13 reprasente-
rer de teoretisk opnaelige heparinindhold udregnet under
hensyntagen til indholdet af ekstraktvaeske i organresten.

Ekstraktvaskeindholdet af hver organrest er vist i tabel-
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lens spalte 12. PA basis af disse verdier kan det slut-
tes, at hvis man forgger te¢rstofindholdet af det ramate-
riale, som skal forarbejdes, reduceres ekstraktionsvaske-
indholdet af organresten, dvs. ekstraktionsprocessen kan
gennemfg¢res mere effektivt ud fra rdmateriale med hgjere
tprstofindhold, selv i tilfazlde af flere gentagne eks-
t+raktioner. Materialeforholdsverdier, som er angivet i
tabellens spalte 10, blev udregnet pa basis af den fak-
tisk tilfgrte vegtmezngde vist i spalte 6 og det opnaede
heparinindhold vist i spalte 9. Verdierne udregnet i
spalte 11 reprasenterer data for de f¢rstnavnte i forhold
+il- 100 % t¢rstofindhold (spalte 6). De sdkaldte mate-
rialeforholdsverdier udregnet i spalte 11 svarer til ver-
dierne i forhold til 100 % te¢rstofindholdet (spalte 6)
baseret p& det teoretiske heparinindhold (spalte 13). Pa
basis af dataene i spalte 6 og 13 kan heparinindholdet af
produkter, som er ekstraherbare ved en given fremgangs-
made, opndet med og uden autolyse, sammenlignes. Det kan
ses af tabellen, at materialeforholdsvardien af de dena-
turerede og t¢rrede produkter er nasten identisk med var-
dien i de produkter, der er forarbejdet uden autolyse, og
i sammenligning med den ra svinetyndtarmslimhinde er den
ca. 10 % bedre. Under denatureringsprocessen kan flere
inerte materialer fjernes med filtratet. 1 tilfelde af
indledende autolytisk berigelse af heparinindholdet er
den meget h¢jere, ca. 30 %, 1 sammenligning med det fris-

ke organ.

Tabellerne forer til den konklusion, at heparinindholdet
af det denaturerede og tg¢rrede ramateriale opndet via au-
tolyse udregnet pa basis af samme torstofindhold er va-
sentligt hg¢jere end af heparinrdmaterialet forarbejdet
uden autolyse. Sammenligningsforsggene beviser, at tor-

ringen ikke forarsager nedbrydning af heparinet.

Den fremstillede hidtil ukendte type ré&materiale kan for-

arbejdes ved konventionelle ekstraktionsmetoder til et
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heparinprodukt, udfra hvilket der kan fremstilles et

slutprodukt af terapeutisk kvalitet.
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Patentkravwv:

1. Fremgangsmdde til fremstilling af et heparinholdigt
ramateriale ud fra heparinholdige animalske organer,
hvilket rdmateriale har en konstant sammensztning med
h¢jt indhold af heparin og lavt fedtindhold og kimtal og
kan opbevares uden endring i morfologien 6g heparinind-
holdet, k ende tegnet ved, at de heparinholdige
animalske organer om ng¢gdvendigt efter hakning suspenderes
i vandigt medium, og lagres i det vandige medium ved 10-
50 °C i 0,5-15 timer, hvorefter et i vand uopl¢seligt he-
parin-protein-holdigt kompleks udfazldes fra den autoly-
serede suspension ved opvarmning til 75-100 °C og omdan-
nes til let filtrerbare aggregater ved fortsat varmebe-
handling, bundfaldet skilles fra, og det isolerede hepa-
rinholdige ramateriale t¢rres, fortrinsvis ved en tempe-
ratur under 100 °C, indtil der er opndet et smuldrende
holdbart produkt med 90-95 3% te¢rstof.

2. Fremgangsmade ife¢lge krav 1, Kk end e t egne t
ved, at der anvendes animalske organer hakket til dele pd
4-6 mm.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1 eller 2, kende t e g-
n e t ved, at de animalske organer lagres i vad suspen-
sion med 1,5-17 % t¢rstofindhold.

4. Fremgangsmdde ifgplge ethvert af de forudgaende krav,
kendetegnet wved, at de hakkede animalske orga-

ner suspenderes i vand med en temperatur pa 36-42 °C.

5. Fremgangsmade ifglge ethvert af de forudgdende krav,
kendetegnet ved, at autolysen gennemfgres ved

en temperatur i omradet 30-50 °C i 4-6 timer.
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6. Fremgangsmade ifglge ethvert af de forudgdende Kkrav,

kendetegnet ved, at den autolyserede suspen-
sion lynopvarmes i et kontinuert system til en temperatur
mellem 75 og 100 °C, hvorpd der gennemfgres yderligere
varmebehandling i det samme temperaturomradde i 12-15 mi-

nutter.

7. Fremgangsmade ifglge ethvert af kravene 1-5, k e n-

detegnet ved, at den autolyserede suspension op-
varmes intermitterende til 75-100 °C pa& den kortest muli-
ge tid og varmebehandles ved den samme temperatur i 12-15

minutter.

8. Fremgangsmade ifglge ethvert af kravene 1-6, k e n-

detegnet ved at det ved varmebehandlingen ud-
skilte heparin-protein-holdige kompleks med 20-25 %
tgrstofindhold isoleres i en mekanisk separator, som fun-
gerer ved hjelp af tyngdekraften, og det inaktive filtrat

smides vazk.

9. Fremgangsmadde ifgplge krav 8, k e n de tegnet
ved, at der anvendes en mekanisk separator med lukket

damprum og med en regenereret filteroverflade.

10. Fremgangsmdade ifglge krav 1, k e n de tegnet
ved, at der anvendes et kontinuert teorringsudstyr.

11. Fremgangsmdde ifplge krav 1, k end e t e gne t

ved, at den udfgres intermitterende.
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