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Sammendrag:
En vavsklzber indeholder i vandig oplgsning fibrinogen,
faktor XIII, en thrombininhibitor, prothrombinfaktorer

og calciumioner samt eventuelt en plasmininhibitor.

Denne vavsklazber kan ud fra en lyofiliseret form rekon-
stitueres med vand. Den kan indeholde alle de virksomme
stoffer pd pasteuriseret form og er derved fri for risi-
ko for en hepatitis- og HTLV III-overfgrsel.
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Opfindelsen angdr en vavsklazber, der indeholder fi-
brinogen, faktor XIII, en thrombininhibitor, prothrombin-
faktorer, calciumioner og eventuelt en plasmininhibitor.
Vavsklzberen exr ejendommelig ved det i krav 1's kendetegnende
del angivne, og den kan fremstilles ved en fremgangsmade,
der er ejendommelig ved det i krav 6's kendetegnende del
angivne. Ved hjzlp af naturligt forekommende acceleratorer
pa det sir, der skal tilklabes, frigeres der fra klzberens

prothrombin det til klzbningen nedvendige thrombin.
Som resultat af de fysiologiske processer ved re-

parationen af lasioner af menneskeligt eller animalsk vav
udfeldes der fibrin i det beskadigede omrade. Dette udlp-
ses ved, at der ud fra de beskadigede celler udstrgmmer
thromboplastin, som ved kontakt med plasmafaktoren VII
danner faktor X-aktivatoren, som dernast sammen med fak-
tor V og i komplekset med phospholipider og calcium om-
danner prothrombin til thrombin. Under den derpa fglgende
virkning af thrombin dannes der ud over fraspaltningen af
fibrinopeptiderne A og B fra fibrinogenet fibrinmonomerexr,
som ved aggregering danner fibrinstrenge, der med faktor
XITIIa, en transglutaminase, som ligeledes aktiveres af
thrombin, tverbindes covalent under dannelse af isopeptid-
bindinger. En inhibitor, nemlig az-antiplasminet, bindes
af faktor XIII til fibrinstrengene og beskytter disse
inden nedbrydningen med plasmin.

Dette forleb af hzmostasen og sirhelingen viser, at
der ud over fibrinogenet som substrat kraves to enzymer,
nemlig thrombin og faktor XIII.

Det er herved thrombinets opgave at aktivere savel
fibrinogenet som faktor XIII, dvs. at omdanne disse til
deres reaktionsdygtige form. Denne er i tilfalde af fibrino-
genet fibrinmonomeren og i tilfazlde af faktor XII den kata-
lytisk aktive transglutaminase (faktor XIIIa).

Fra EP patentskrift nr. 0.068.047 kendes der en be-
riget plasmafraktion, der er egnet som sarlukning cog inde-

holder fibrinogen, en fibrinolyse-inhibitor og thrombin
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eller prothrombin i et vandfrit system. Denne klaber kan
ikke opleses i vand, men kun paferes i form af et pulver,
hvilket er en ulempe ved anvendelsen. Nir blandingen opleses
i vand, reagerer komponenterne med hverandre, og der dannes
et koagel. Ud fra de almene angivelser findes der ingen
tilskyndelse til lesning af den her stillede opgave.

Det er til en énkomponent-klazber med vand som oplgs-
ningsmiddel vanskeligt at kombinere de virksomme stoffer sa-
ledes og i sadanne mangdeforhold, at der under fremstilling-
en af klaberen, rekonstitutionen med et oplgsningsmiddel og
klarholdelsen til anvendelsen ikke sker nogen utidig og ugn-
sket aktivering, men p& den anden side efter pafgringen pa
klabestedet forholdsvis hurtigt opnds en tilstrakkelig hgj
styrke.

Der er nu pa overraskende mdde blevet fundet frem til
betingelser, der muligggr en reproducerbar fremstilling af
en i praksis héndterbar énkomponent-klzber i et fysiologisk
miljeg.

Forudsatningen for fremstillingen og forarbejdnings-
dygtigheden af en sadan énkomponent-klzber er optimalt efter
hverandre afstemte koncentrationer af fibrinogen, plasmin-
inhibitor, faktor XIII, prothrombinkoncentrat, thrombin-
inhibitor og calciumioner. Dette galder i sa@rlig grad for
AT III som thrombininhibitor og calciumioner, eftersom cal-
ciumionerne er essentielle for aktiveringen af koagulations-
fatktorerne. Hgje koncentrationer fremmer thrombindannelsen,
medens lave koncentrationer forsinker denne. En optimal kon-
centration af calciumioner er sdledes pidkravet. Da der ved
en sadan ikke kan udelukkes en dannelse af thrombin, er kom-
binationen med en thrombininhibitor, fortrinsvis AT IIT,
hensigtsmessig. P34 den ene side skal der ved fremstillingen
af klzberen udelukkes dannelse arf thrombin, og pad den anden
side skal klaberen hurtigt danne et fast koagel, naAr koagula-
tionen, dvs. udskillelsen af en fibrinfilm, udlgses ved kon-
takt med saroverflader. Som fg¢lge heraf er fremstillingen af
en thrombin-holdig énkomponent-klazber og dennes anvendelse
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i vandig oplgsning ikke ta@nkelig, og ogsa prothrombin lader
sig kun anvende under betingelser, der hindrer en akti-
vering til thrombin under fremstillingen og forberedelsen
til anvendelsen. Hertil hgrer indstillingen af bestemte
5 koncentrationer af thrombininhibitor og calciumioner.
Opfindelsen angar saledes en vavsklaber, der i van-
dig oplgsning indeholder fibrinogen, faktor XIII, en throm-
bininhibitor, prothrombinfaktorer, calciumioner og even-
tuelt en plasmininhibitor.

10 Det exr overraskende, at fibrinogen sammen med pro-
thrombin som en sakaldt hyperkoagulabil oplgsning, der
yderligere indeholder calciumionér og AT III, kan aftappes
og anvendes som vavsklaber.

En sadan klzber ifelge opfindelsen kan bringes pa en

15 fast form, f.eks. ved lyofilisering eller fryseterring, og
rekonstitueres med vand. Den kan indeholde alle virksomme
stoffer pa pasteuriseret form, og er derefter fri for risiko
for en hepatitis- og HTLV III-overforsel.

Blandingsforholdet mellem de virksomme stoffer fi-

20 brinogen, plasmininhibitor, faktor XIII, prothrombinfak-
torer, calciumioner og AT III er sdledes beskaffent at
der ikke optrader nogen aktivering i utide, men at blan-
dingen ved kontakt med sédroverflader spontant koagulerer
og udskiller fibrin.

25 Pen tid, i lgbet af hvilken dette finder sted, svarer
til de kliniske krav. Enkomponent-klazberen ifglge opfin-
delsen adskiller sig i sin virkning ikke fra tokomponent-
-systemerne ifgplge teknikkens kendte stade.

De virksomme stoffer er blandet siledes i denne klaber,
3o0at koncentrationen af fibrinogen i anvendelsesopl@gsningen
ligger ved 70-90 mg pr. ml, og at koncentrationen af pro-
thrombinfaktorerne ligger mellem 10 og 30 enheder pr. ml

’

beregnet pd faktor II. Koncentrationen af calciumioner, der
i kleberen til dels foreligger bundet til protein, skal i
3sanvendelsesoplesningen ligge ved 0,5-1 mmol pr. liter. Som

thrombininhibitor, f.eks. AT III, hirudin eller heparin,
anvendes der fortrinsvis AT III i en koncentration pé
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0,1-1 enhed pr. ml vavsklaber. I denne koncentration hin-
drer den ved de ovennavnte koncentrationer af prothrombin-
faktorer og calciumioner en fibrindannelse i utide. P& den
anden side kan denne imidlertid begunstiges, ndr dette p&
baggrund af indikationen synes ¢nskvardigt Til dette for-
mdl kan man oplgse den lyofiliserede klaber i en hgjere cal-
ciumion-slutkoncentration enc ,5-1 mmol pr. liter. Dette
kraver imidlertid en hurtig anvendelse efter rekonstitu-

tionen.
Til fremstilling af klaberen fremstilles de virksomme

stoffer forst i mest mulig aktiv og eventuelt pasteuriseret,
opleselig form. Fibrinogenkoncentrationen ber vare sa haj
som muligt, da klazbestyrken tiltager med stigende koncentra-
tion. Fibrinogenet kan f.eks. fremstilles ifelge EP patent-
skrift nr. 0.103.196 og pasteuriseres og ifelge EP patent-
skrift nr. 0.085.923 ved tilsztninger af typen urinstof-
eller guanidingruppe-holdig forbindelse bringes pa den
enskede opleselighed. Faktor XIII kan pasteuriseres ifelge
EP patentskrift nr. 0.018.561 og prothrombinfaktorerne ifelge

EP patentskrift nr. 0.056.629.
De virksomme stoffer i den foretrukne klaber ifglge

opfindelsen bestdr i princippet af humanfibrinogen i
en sd h¢j koncentration som muligt, beriget med faktor
XIIT og faktorerne fra prothrombinkomplekset (faktor II,

VII, IX og X), calciumioner samt antithrombin III. Vavs-~
klzbestoffet indeholder endvidere en inhibitor, der in-

hiberer plasminogenaktivatorer og/eller plasmin og dermed
beskytter det dannede fibrin mod en nedbrydning med plas-

min. Denne inhibitor kan foreligge som ledsagestof for

det til klabningen udvalgte fibrinogen, men sattes imid-
lertid fortrinsvis til kl&beren i form af aprotinin. Til
forbedring af vavsklabestoffets rekonstitution efter lyo-
filisering kan dette indeholde albumin og/eller stoffer,
der indeholder urinstof- eller guanidingruppen, samt even-
tuelt ogsd en aminosyre med hydrofob sidekade eller en

vandoplgselig fedtsyre samt endvidere heparin.
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Til fremstillingen af vavsklazbestoffet kommer for-
trinsvis renset fibrinogen i betragtning, som allerede inde-
holder faktor XIII. Desuden egner sig imidlertid ogsa
kryopracipitat, i hvilket der erfaringsmassigt foruden fak-
tor XIII ogsd foreligger az—antiplasmin og humanalbumin.

Et klazbestof med sammenlignelig virkning kan imidlertid
ogsé fremstilles ud fra de enkelte bestanddele ved blan-
ding, nemlig: humanfibrinogen, faktor XIII (ud fra plasma
eller placenta), plasmin-inhibitorer, prothrombinfaktorer
(faktor II, VII, IX og X), albumin, AT III og calciumioner,
en forbindelse med en urinstof- eller guanidingruppe eller
en aminosyre med hydrofob sidekade eller en vandoplegselig
fedtsyre.

Blandingen af de virksomme stoffer til klzberen fore-
ligger med fordel pd fast form, fortrinsvis som lyofi-

lisat.
vevsklaberen ifelge opfindelsen indeholder folgende

mengder eventuelt pasteuriserede virksomme stoffer, beregnet
pa 1 ml anvendelsesoplesning:

65-115, fortrinsvis 70 - S0 mg humanfibrinogen, 40 - 80
enheder, faktor XIII,

1 - 30 IE PPSB (prothrombinfaktorer), beregnet pa faktor II
(prothrombin),

0 - 10.000 KIE aprotinin,

0,01 - 50, fortrinsvis 0,1 - 1 IE antithrombin III, og

0,1 - 5, fortringvis 0,1 - 1 mmol calciumioner pr. liter,
fortrinsvis som calciumchlorid.

Som stabilisatorer og oplgsningsformidlere kan kla-
beren f.eks. indeholde glutaminat, L-isoleucin, L-argi-
nin eller humanalbumin.

Blandingen af de faste virksomme stoffer i vavskla-
bestoffet kan i lgbet af kort tid ved 20°¢c oplgses i vand
eller et calciumionholdigt opl@gsningsmiddel. Klzberen ud-
vikler i lgbet af en tilstrakkelig kort tid en hgj klabe-

styrke, n&r den anbringes pa det vav, der skal bindes



10

15

20

25

30

35

DK 174332 B1

6

sammen eller klabes, uden at der som anden komponent krae-
ves thrombin.

Klaberen kan sdledes pifgres i flydende form med en
enkelt sprgjte, sdledes at tilberedning, hé&ndtering og an-
vendelse er simpel. Klaberen besidder forenelighed og re-
sorberes fuldstandigt.

Denne énkomponent-klaber adskiller sig hverken med
hensyn til klabetid eller overrivningsstyrke fra en tokom-
ponent-klaber, hvilket har vist sig ved klebeforsgg med
en rottenhud- udstansningssar-model og ved klabning af smé&
tarmanastomoser hos svin. Ved valget af en optimal calcium-
ionkoncentration i oplgsningen, ved hjzlp af hvilken man
oplgser de lyofiliserede virksomme stoffer, kan man yder-
ligere forege klazbestyrken.

De fglgende eksempler tjener til nazrmere belysning

af opfindelsen.

Eksempel 1
Til fremstilling af 500 ml vavsklaber oplgses 580 g

pasteuriseret, hgjrenset humanfibrinogen, der indeholder
to calciumioner pr. mol og er fremstillet ifglge EP
patentskrift nr. 0.103.196, i 580 ml puffer med en pH~-var-
di pa& 7,5 (dialysepuffer) med fglgende sammensatning:

0,05 mol natriumchlorid pr. liter,

0,005 mol tri-natriumcitrat pr. liter og

0,3 g L-arginin-monohydrochlorid pr. 100 ml.

Den sdledes fremstillede fibrinogenoplgsning dialyse-
res to gange i 16 timer og én gang i 8 timer mod hver gang
36 liter puffer af den samme sammensatning ved +4°c.

Rumfanget af fibrinogenoplgsningen andrager 1,53 1li-
ter efter dialysen. Oplgsningen centrifugeres dernast i
20 minutter ved 8000 G. Oplgsningens optiske tathed, milt
ved 280 nm, andrager 47. Denne oplgsning fortyndes med den
ovennavnte puffer, hvortil de ¢gvrige klaberbestanddele er
tilsat, j£. nedenfor, til en optisk tathed (280 nm) pa
35-37, dvs. til ca. 20 g humanfibrinogen pr. liter.
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I enkeltheder gas der herved frem pd fglgende made:
Den dialyserede og céntrifugerede humanfibrinogenoplgs-
ning (1,53 liter) filtreres ved 35-37°%C i rekkefglge over
filtre med porediametre pg 0,65 og O,Z/u. Til den fremkomne
sterile fibrinogenoplgsning filtreres der 117,5 ml pasteu-
riseret faktor XIII-koncentrat, indeholdende 350 enheder
faktor XIII pr. ml fysiologisk kogsaltoplgsning, gennem
et filter med en porevidde pa 0,2/u.

Derefter tilsattes der 515.000 KIE (kallikrein-in-
hibitorenheder) aprotinin, 5,13 g Na-glutaminat, 33,9 ml
af en humanalbuminoplg¢sning indeholdende 20 g pr. 100 ml,
6,78 g isoleucin og 10.000 enheder pasteuriseret PPSB-
-koncentrat (prothrombinfaktor-koncentrat; aktivitet i en-
heder beregnet pad faktor II), 100 enheder AT III (pasteu-

riseret) og 3,1 ml 0,1 molar CaC12-0p1¢sning.

Dernast fyldes rumfanget op til 407,5 ml med dia-
lysepuffer. Denne oplgsning filtreres over et filter med
en porevidde pa 0,2/u til den faktor XIII-holdige fibrino-
genoplgsning. Der fas ca. 2055 ml oplgsning med en pH-var-
di p& 7,5 og fplgende sammensatning:

Humanfibrinogen 2,0 g/100 ml
Humanalbumin 0,33 g/100 ml
Arginin 0,3 g/100 ml
Na-glutaminat 2,5 . g/1
Isoleucin 3,3 g/l
Faktor XIII 20,000 E/L
Aprotinin 250.000 KIE/1
Prothrombin 5.000 E/1 (beregnet som F II)
Antithrombin III 50 E/1

NaCl 0,05 mol/1l
Tri-natriumcitrat 6,005 mol/1
Calciumchlorid 0,15 mmol/1.
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Den sterile oplgsning fyldes op til 4 ml og lyo-
filiseres. Der fas et farvelgst, hurtigt oplgseligt lyo-
filisat.

Til anvendelse som vavsklaber optages en aftapning

i 1 ml af oplgsningsmidlet.
Eksempel 2

Til fremstilling af 125 ml vavsklzber oplgses 100 g
af en pasteuriseret, hg¢jrenset humanfibrinogen-fraktion,
udvundet ifglge EP patentskrift nr. 0.103.196,

i 112 ml dialysepuffer og dialyseres tre gange, hver gang
mod 10 liter af den samme puffer som i eksempel 1. Rum-
fanget af den koncentrerede fibrinogenoplgsning andrager
efter dialyse 269 ml. Den centrifugeres i 20 minutter
ved 8000 G. Oplgsningens optiske tathed ved 280 nm an-
drager 69,2. Med en puffer, hvis sammensatning svarer
dialysepufferen, og hvortil alle andre klabebestanddele
er tilblandet, fortyndes oplgsningen sdledes, at der op-
nds en optisk tethed ved 280 nm p3 35-37, beregnet p& fi-
brinogenet.

Der gds herved frem pad fglgende made:

Til 127 ml puffer sattes der 8,2 ml humanalbumin-op-
lgsning, der indeholder 20 g humanalbumin pr. 100 ml op-
lgsning, 6 ml aprotinin med 125.000 KIE og 50 ml pro-
thrombinkoncentrat, indeholdende 2.500 enheder faktor II
samt 25 enheder AT III. Deri oplgses 1,65 g L-isoleucin
og 1,25 g Na-glutaminat, hvorpd der tilsattes 40 ml fak-
tor XIII-koncentrat, der indeholder 10.000 enheder faktor
XIII, hvorefter der blandes homogent, og oplesningens pH-
-vardi korrigeres til pH = 7,5.

Dernest blandes denne oplgsning homogent med den
ovenfor beskrevne fibrinogenoplgsning og 0,75 ml af en
0,1 M CaCl,-oplegsning og sterilfiltreres ved 35-37°C
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over et fiiter med en porevidde pa 0,2/u. Der fas ca.
500 ml steril oplgsning med en sammens@tning som i
eksempel 1. Denne oplgsning aftappes i me&ngder pa 4 ml
og lyofiliseres. Der fds et farvelgst, hurtigt oplgseligt
5 lyofilisat.
Til anvendelse som vavsklaber optages en aftapning
i 1 ml oplgsningsmiddel. ‘
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PATENTEKRAWV:

1. Vavsklazber indeholdende et fibrinogen, faktor
XIII, en thrombininhibitor, prothrombinfaktorer og calcium-
ioner samt eventuelt en plasmidinhibitor, kend e t e g-
net ved, at den i 1 ml anvendelsesoplesning indeholder
65 - 115 mg humanfibrinogen,

40 - 80 enheder faktoror XIII,

1 - 30 IE PPSB (ptothrombinfaktorer), beregnet pa faktor II
(prothrombin) ,

0,01 - 50 IE antithrombin III og

0,1 - 5 mmol calciumioner pr. liter og eventuelt

a) 1-10.000 KIE aprotinin

b) 0-20 g Na-glutaminat pr. liter

c) 0-20 g isoleucin pr. liter.

2. Vavsklazber ifelge krav 1, kendetegnet
ved, at den er lyofiliseret.

3. Vavsklaber ifelge krav 1, kendetegnet
ved, at de deri indeholdte virksomme stoffer er pasteurise-
rede.

4. Vavskleber ifelge krav 1, kendetegnet
ved, at den i oplesning indeholder
70 - 90 mg humanfibrinogen pr. ml,

10 - 30 IE (beregnet p& F II) prothrombinfaktorer pr. mol,
0,5 - 1 mmol calciumioner pr. mol og
0,1 -1 IE antithrombin III pr. mol.

5. Vavsklzber ifelge krav 1, kendet e gnet
ved, at den i 1 ml oplesning indeholder 1-10.000 KIE apro-
tinin.

6. Fremgangsmade til fremstilling af en vavsklaber
ifplge krav 1, k end e t e gnet ved, at man til en
eventuelt pasteuriseret og eventuelt sterilfiltreret,
vandig, isotonisk oplgsning med en pH-vardi p& 7,5, der
mindst indeholder 16 g humanfibrinogen pr. liter, 2 gram-

atomer calcium pr. mol fibrinogen og 1-6 g L-arginin-mono-
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hydrochlorid pr. liter, seatter s& meget af en eventuelt
pasteuriseret oplgsning af human-faktor XI1I, af human-

albumin, af prothrombinkoncentrat, af antithrombin III
og af aprotinin samt eventuelt Na-glutaminat og isoleu-

cin, at den lyofiliserede oplgsning efter rekonstitution
i 1/4 af aftapningsrumfanget indeholder disse stoffer i
fglgende koncentrationsomrader:

65 - 115 mg humanfibrinogen pr. ml,

40 - 80 enheder faktor XIII pr. ml,

4 - 40 mg human-albumin pr. ml,
1 - 30 IE PPSB (prothrombinfaktorer), beregnet pa

faktor II (prothrombin} pr. ml,
0,01l - 50 IE antithrombin III pr. ml
samt eventuelt 1-10.000 KIE aprotinin pr. ml og 0-20 g Na-
glutaminat pr. liter og 0-20 g isoleucin pr. liter.
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