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Reagens til optisk bestemmelse af blodkoagulationsforholdet
(Quick-test), der indeholder et syntetisk thrombinsubstrat,
en puffer og et ikke-proteolytisk virksomt thromboplastin.
Et ikke-proteolytisk virksomt thromboplastin kan opnds ved
fremstilling af et acetonetgrpulver uwd fra hjerne, inkuba-
tion af en neutral vandig oplgsning af acetonetgrpulveret
ved 25 til 40°, udvinding af den uoplgselige fraktion, be-
handling af en suspension af denne fraktion i fortyndet
saltoplpsning med et overfladeaktivt middel under tilstede-
varelse af formiat og tgrring af den fraskilte opleselige
fraktion.



10

15

20

25

30

35

DK 157939B

Opfindeisen angar et reagens til optisk bestemmelse af blod-
koagulationsforholdet (Quick-test) indeholdende thromboplas-

tin, et syntetisk thrombinsubstrat og en puffer.

Koégu]ationsfysio?ogiske undersggelser finder i vidt omfang
anvendelse pa hospitaler, i lagepraksiser og pa laboratorier,
blandt andet til praoperative undersggelser, til erkendelse af
en b1¢dn{ngs— eller thrombose-risiko, til overvagning af anti-
koagulationsterapi hos thrombosetruede patienter og ved kon-
trol af forlebet af talrige sygdomme, f.eks. svare infektio-

ner, leverfunktionsskader og ondartede sygdomme.

De oftest gennemfsrte koagulationspregver er globalprever, hvor
funktionen af flere af de i koagulationsforlgbet deltagende
komponenter samtidigt bestemmes. Som vigtigste globalpreve er
den sakaldte prothrombintidsprove (Quick-test, A.J. Quick, Am.
J. Physiol. 118, 260 (1937)) og den sakaldte aktiverede par-
tielle thrombop]éstin—tidsprzve (PTT). I det folgende skal ved
"Quick-test" forstads bestemmelsen af det exogene koagulations-
systems blodkoagulationsforhold. Dette system settes i gang
via frigerelsen af thromboplastin fra beskadiget vav. Quick-
testen tilvejebringer oplysninger om funktionstilstanden af

komponenterne, der henregnes til det sakaldte exogene koagula-

'tionssystem. PTT-proven giver kendskab til funktionstiistanden

af komponenterne, der deltager i det endogene Kkoagulations-
system, som udlgses ved kontaktaktivering af Faktor XII. Nar
forsggsresultaterne tyder pa en patologisk tilstand, kan de-
fekten til at begynde med ikke henfgres til nogle bestemte
komponenter. Disse ma derefter folges af en bestemmelse af
enkelte koagulationsfaktorer, hvortil lige s& egnede prgvesy-

stemer er kendte.

Ved gennemfegrelsen af koagulationsfysiologiske pregver er den
sadvanlige malesterrelse for det meste koagulationstiden.
Derved registreres den tid, som forleber efter tilsatning af
reagenset til undersggelsesvasken indtil dannelse af et Kkoa-
gulat. Uafhangig af arten af koagulationsfaktorerne, der skal
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bestemmes, er de kendte prover saledes anlagt, at omdannelsen
af fibrinogen til fibrin via enzymet thrombin til slut udlg-
ses. Omdannelsen af fibrinogen (oplgseligt) til fibrin (uop-
loseligt) tjener derfor som indikatorreaktion, med undtagelse

af, nar fibrinogen selv skal bestemmes.

Til m&d1ing af koagulationsindtredelsen kendes talrige metoder.
Hyppigst 1indferes periodisk en 1ille platinkrog i koagula-
tionsmediet, som ved dannelsen af et koagulat udtrakker en
fibrintrdd af oplgsningen. Dette tidspunkt registreres derpa
som koagulationsslutpunktet. Registreringsforigbet kan ske
manuelt ved hjalp af et stopur eller elektrisk ved udlesning
af en kontakt, né&r platinkrogen anvendes som elektrode. En
automatisering med tanke pa almindelige klinisk-kemiske ana-
lyser er 1ikke mulig ifglge dette system, eftersom en konti-
nuerlig produktion af prever ikke er mulig, koagulaterne ikke
automatisk kan skylles ud, og krogene ikke kan renses til-

strekkeligt melliem analyserne.

En anden mulighed for registrering af koagu1ationstider udge-
res af den ved koagulationen optradende uklarhed, som frem-
kaldes ved dannelsen af det uoplgselige fibrin. Optisk regi-
strerede koagulometre, som arbejder efter dette princip, er
kendte. I praksis begranses dette princip imidlertid, da mange
plasmaer fremviser en hgj grad af egenuklarhed, de anvendte
reagenser er til dels selv uklare, og koagulationen kan ske si
langsomt ved patologisk undersggelsesmateriale, at intet enty-

digt signal fremkommer.

Den enkleste mulighed for at undgd& uklarhedsproblemer ved an-
vendelse af chromogene substrater i Quick-testen ville vare at
arbejde ved storre fortynding. Dette er dog ikke uden videre
muligt ved den kendte fremgangsmade, da reaktionstiden samti-
digt med fortyndingen starkt forlenger koagulationsproven, og
den mulige fordel ved automation, nemlig korte maletider, op-

haves igen pa grund af forlangede reaktionstider.
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Fra en bestemt fortynding er det i preven indeholdte fibrino-
gen ikke mere tilstrazkkeligt til indikatorreaktionen, som
bestar i omdannelsen af fibrinogen til fibrin. 1:10 fortyndet
plasma har f.eks. i forhold til ufortyndet plasma i Quick-test
en ca. 3 - ca. b gange forlanget koagulationstid. Omfanget af
forlengelsen af koagulationstiderne ved fortynding blev kvan-
titativt beskrevet af blandt andet Biggs, Proceedings of the
Royal Society (GB) 173, 421-441 (1969) og Girolami, Blut 28,
351-360 (1974).

sarligt starkt forlangede reaktionstider opnas, nar reagenser-
ne ud over prevefortyndingen yderligere fortyndes (s. Biggs).
En reagensfortynding skal dog ligeledes ses som en betingelse
for en optisk maling af koagulationsforlgbene uden uklarheds-
problemer. De til koagulationsdiagnostikken tilsatte reagenser
besidder nemlig en med deres funktion umiddelbar forbunden
egenuklarhed. De til gennemfgrelse af Quick-testene anvendte
vavsthromboplast}ner er malkeagtige uklare suspensioner af

pattedyrsvav, f.eks. kaninhjerne.

Metoder og réagenser, som er egnede til gennemforelse af glo-
bale koagulationsprever i et fortyndet medium, er allerede
beskrevet (jf. Paulsen m.fl. Clinica Chimica Acta 92, 465-468
(1979), Yamada m.f1. Thrombosis Research 15, 351~-358 (1979) og
EP-0S nr. 0014039). De beror pa anvendelsen af et syntetisk
chromogent peptidsubstrat til gennemforelse af indikatorreak-
tionen, der, som omtalt, ikke mere er tilstrekkelig ved for-
fortynding af fibrinogenindholdet 1 preven. Det syntetiske
chromogene substrat trader derved i stedet for det naturlige
substrat fibrinogen. Det optiske signal opstar ved spaltning
af substratet ved hjzlp af thrombin, som friger et optisk be-

stemmeligt fragment.

En ulempe ved fremgangsmaden med anvendelse af et syntetisk
substrat og thromboplastin til den optiske Quick-test bestéar
deri, at det ikke er muligt at fremskaffe et forudblandet

1-komponent-reagens, som indeholder samtlige til gennemferelse
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af proven nedvendige substanser. Thromboplastin fremviser nem-
1ig en proteolytisk aktivitet, som fgrer til en spaltning af
substratet og forfalsker dermed substratspaltningen ved hjalp
af det dannede thrombin. Desuden ville et sadant reagens hel-

ler ikke vare godt at lagre.

Form&let med opfindelsen er at lgse dette problem og at frem-
skaffe et reagens, som indeholder samtlige til gennemfgrelsen
af preven nogdvendige substanser forudblandet, som er godt at

lagre og som giver rigtige resultater.

Ifglge opfindelsen opnas dette ved hjalp af et reagens til op-
tisk bestemmelse af blodkoagulationsforholdet (Quick-test),
indeholdende thromboplastin, et syntetisk thrombinsubstrat og
en puffer, hvilket reagens er ejendommeligt ved, at det har et
indhold af ikke-proteolytisk aktivt thromboplastin, der Kkan
opnads ved fremstilling af et acetoneterpulver fra hjerne, in-
kubation af en neutral vandig oplgsning af acetonetorpulveret
ved 25 til 40°C, udvinding af den uoplgselige fraktion, be-
handling af en suspension af denne frakfion i fortyndet salt-
oplesning med et overfladeaktivt middel under tilstedevarelse

af formiat og terring af den fraskilte oplegselige fraktion.

Med "acetonetgrpulver"™ forstds i den foreliggende tekst hjer-
nevav, som er blevet ekstraheret med acetone og lyofiliseret.

Hver fremstilling af et acetonetorpulver ud fra vavsmaterialet
kan ske efter kendte metoder til acetoneteorpulverfremstil-
ling. En egnet fremgangsmade er f.eks. beskrevet i R. Biggs,
"Human Blood Coagulation, Haemostasis and Thrombosis", Black-
well Scientific Publication Oxford 1976, side 663.

Acetonetgrpulveret suspenderes i en neutral vandig oplgsning
og inkuberes under omregring ved den angivne temperatur, hvor-
ved thromboplastin udlgses fra acetoneterpulveret. En tempera-
tur mellem 35 og 40°C foretrakkes. Under disse betingelser

varer inkubationen omkring en halv time. pH-vardien under
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inkubationen ber ligge mellem 6,0 og 8,0, fortrinsvis mellem
6,7 og 7,3. Hensigtsmessigt holdes den konstant ved 'hjalp af
en egnet puffer. Den uoplgselige fraktion lader sig skille fra
ved hjalp af centrifugering, f.eks. ved 2.500 G. Den ved cen-
trifugeringen fraseparerede udfeldning suspenderes pad ny i en
fortyndet saltoplegsning og behandles fortrinsvis med et over-
fladeaktivt middel af cholsyregruppen under tilstedevarelse af
formiat. Til saltoplesningen foretrakkes kogsalt. Egnede kon-
centrationer ligger mellem 0,2 og 2, fortrinsvis 0,5 til 1%.
Koncentrationen af overfladeaktive midler 1ligger fortrinsvis
mellem 0,01 og 0,2%, isar nar det foretrukne cholat anvendes.

Andre overfladeaktive midler kan dog ogsé& anvendes.

Som formiat kommer alkali- og jordalkaliformiater ferst og
fremmest i betragtning. Sarligt foretrukket er calciumformiat.
Koncentrationen ligger fortrinsvis mellem 0,005 og 0,05 mol/1.
Behandlingen foretrakkes ligeledes gennemfort i temperaturom-
raddet mellen 25‘og 40°C, varigheden stemmer overens med den
tilsvarende ved inkubationen af terpulveret. Til slut centri-
fugeres, f.eks. ved 2.500 x G, og den opnaede suspension af et
ikke mere proteolytisk virksomt thromboplastin frysetgrres,
eventuelt efter forudgaende tilsatning af de andre bestanddele
af reagenset ifeolge opfindelsen. Reagenset kan dog ogsa sam-

menblandes af de faste terrede substanser i de gnskede mangde-

forhoild.

Som syntetisk thrombinsubstrat kan principielt anvendes et-
hvert af de kendte syntetiske thrombinsubstrater. Talrige sa-
danne thrombinsubstrater er almindelige i handeien. Foretruk-
ket er substratet Tos-Gly-Pro-Arg-pNA (der kan fas fra Boeh-
ringer Mannheim GmbH), savel som.det af Kabi AB, Sverige under
betegnelsen S-2238 solgte H-D-Phe-Pip-Arg-pNA. Disse substra-
ter frembringer ved den enzymatiske spaltning farvede spalt-
ningsprodukter, der optisk Tlet lader sig kvantitativt bestem-

me.

Reagenset ifplge opfindelsen indeholder fortrinsvis thrombo-

plastin i en koncentration pa 3 ti1 20 volumen%, sarligt fore-
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trukket 6 til 10 volumen%, med en aktivitet som beskrevet i
eksempel 1, syntetisk thrombinsubstrat i en mangde pa 2 x 10-5
til 20 x 1075 mo1/1 savel som en puffer med pH-vardi 7,2 til
8,5. Pufferkoncentrationen 1ligger fortrinsvis mellem 0,05 og
0,25 mol/1. I princippet er enhver puffer, der er virksom i
det angivne pH-omréde; egnet. Sariigt foretrukket er dog
trispuffer. De bedste resultater opnas med 0,1 mol/1 puffer,
pH-vaerdi 8,1. Den sarligt foretrukne substratkoncentration

ligger p4 omkring 5 x 10~5 mol/1.

Reagenset ifelge opfindelsen indeholder desuden fortrinsvis
calciumsalt i en koncentration pad 2 til 10 mmol/1, Tigesom de
ovenstaende angivelser regnet som den fardige reagensoples-

ning.

Som calciumsalt egner sig ethvert let vandopligseligt calcium-
salt, f.eks. et halogenid eller acetat. Foretrukket er cal-

ciumchlorid.

Fortrinsvis dindeholder reagenset yderligere 0,5 til 3 vagt%
urinstof. Sarligt foretrukket er 1,4 til 1,6%.

Et reagens ifglge opfindelsen med den ovenstaende sammensat-
ning er ganske vist i form af den brugsferdige oplegsning et
fortyndet system, men reaktionsvarigheden, sammenlignet med de
kendte prover i ufortyndede systemer, er kun uvesentligt for-
langet. Bestemmelsen varer ved normalpiasma ca. 30 sekunder,
ved plasmaer fra personer, som er under thromboseprofylakse
ved hjelp af oralt antikoagulationsmiddel, ca. 60 47 120
sekunder. Ved den kendte ufortyndede Quick-tests med de oven-
for beskrevne ulemper ligger de tilsvarende tider for normal-
plasma pa ca. 15 sekunder, ved de navnte patologiske plasmaer
pa 30 til 60 sekunder. Heroverfor behsver de kendte prover,
der med hensyn til fortynding er sammenlignelige med reagenset
ifelge opfindelsen, omtrent den femdobbelte reaktionstid.

Reagenet ifelge opfindelsen anvendes hensigsmassigt saledes,
at tiden indtil opnéelsen af en bestenmt absorption ved en
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given belgelangde males. En kinetisk vurdering er dog ogsa
mulig, hvorved en Kkalibreringskurve hensigtsmassigt lagges
til grund for vurderingen. Den i forhold til kendte optiske
Quick-tests pa& basis af syntetiske substrater vasentligt for-
ringede bestemmelsesvarighed skyldes en synergistisk virkning
af de uden for det fysiologiske omrade 1liggende ionstyrker og
pH-vardier, og den under Ky (Michaelis-konstanten) 1liggende

substratkoncentration.

De folgende eksempler illustrerer opfindelsen.

Eksempel 1

A) Fremstilling af ikke-proteolytisk thromboplastin:

Ud fra en frisk udvundet kaninhjerne fremstilles et terpulver
ved hjalp af en acetonebehandling efter fremgangsmaden i R.
Biggs, "Human Blood Coagulation, Haemostatis and Thrombosis"
Blackwell Scientific Publications Oxford 1976, S. 663, og

torres til konstant vagt.

2,5 g af ovennavnte pulver suspenderes i 50 mi 0,1 mol/1 na-
triumacetat-puffer, pH 7, og omregres i 30 minutter ved 37°C.
Derpa centrifugeres i 15 minutter ved 2.500 G, og udfeldningen
omrgres pa ny i 30 minutter ved 37°C i 50 ml1 0,7% natriumchio-
ridoplgsning, som indehoider 0,05% natriumdesoxycholat, og
0,0125 mol/1 calciumformiat. Derpa centrifugeres i 15 minutter

ved 2.500 G.

Denne ovenstaende vaske indeholder thromboplastin uden proteo-

lytisk aktivitet.

Thromboplastinsuspensionens aktivitet bestemmes ved hjalp af
Quick-test, som gennemfgres ifelge DIN 58910. Et ifelge DIN
58910 fremstillet normalt referenceplasma viser en koagula-

tionstid pad 12 * 2 sekunder.
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B) Fremstilling af en reagensblanding til gennemfsrelse af en

optisk Quick-test:

Oplegsning 1: 0,1 mol tris/HC1, pH 8,1, indeholdende 2% glycin.

5
Oplesning 2: Vandig oplesning af Tos-Gly-Pro-Arg-pNA-acetat
497 mg/d1l.
Oplgsning 3: Thromboplastinsuspension fremstillet efter A.
10 '

10 volumenenheder oplgsning 1 blandes med 4 volumenenheder op-
1gsning 3 og 1 volumenenhed oplgsning 2 og lyofiliseres i 3 ml-

aliquotmangder.

15 Eksempel 2

Gennemforelse af en optisk Quick-test.

Til gennemforelse af testen opleses 3 ml af lyofilisatet i
20 eksempel 1 B i 30 ml tris/HCl-puffer, pH 8,1, som yderligere
indeholder 1,5% urinstof og 6 mmol/1 CaCly. Reaktionsblandin-
gen bringes til 37°C. Fotometerindstilling: Maletemperatur

37°C, bgsligelangde 405 nm.

25 50 nul1 prover (citratplasma, henholdsvis fortyndinger af ci-
tratplasma i fysiologisk NaCl) pipetteres over i kuvetter, og
reaktionen med 750 pl1 reaktionsblanding startes. Samtidigt

startes en skriver (10 cm/min).

30 Der opnads de i fig. 1 tegnede kurver pad den medfolgende teg-
ning, nar der efter hinanden anvendes henholdsvis ufortyndet,

1:2, 1:4 og 1:10 forfortyndede plasmaer.

Eksempel 3
35
Ud fra de i eksempel 2 opnéede Kkurver bestemmes tiden indtil

opnaelsen af en 30 mE hojere ekstinktion i forhold til ud-
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gangsekstinktionen. Disse tider afbildes mod den reciprokke
plasmafortynding. Man opnar en 1ige 1linie. Den forudgivne
ekstinktion pa& 30 mE kan varieres inden for et bredt omrade,

f.eks. fra 10 til 150 mE. Man opnar altid en ret Tinie.

Eksempel 4 (sammenligning)

Svarende til eksempel 2 preves 60 plasmaer fra patienter, som
er under oral antikoaguleringsterapi, ufortyndet, og tiden
indtil opnaelsen af en 30 mE over udgangsvardien liggende eks-
tinktion registreres. De samme plasmaer prgves ved hjelp af
den sadvanlige Quick-test under anvendelse af et koagulometer
efter Schnitker og Gross, og koagulationstiderne registreres.
De i begge systemer opnaede data underkastes en linear regres-

sionsanalyse. Det resulterer i en korrelationskoefficient par

= 0,96.

Eksempel 5 (sammenligning)

Ssvarende til eksempel 1 B fremstilles en reagensblanding under
anvendelse af et ifglge eksempel 1 A fremstillet ikke-proteo-
1ytisk thromboplastin, savel som et thromboplastin, der er al-
mindeligt i handelen (thromboplastin a, Boehringer Mannheim).
Reagensblandingen fortyndes med tris/HCi-puffer, pH 8,1, sva-
rende til eksempel 2 til1 den fardige reaktionsblanding, og
denne lagres ved stuetemperatur (ca. 20°C). Med bestemte tids-
intervaller males egenekstinktionen af reaktionsblandingen
ved 405 nm. Resultatet er vist i tabel 2. Man finder ved
thromboplastin, der er almindelig i handelen, en hurtig eks-
tinktionsforegelse, der er forarsaget af en spaltning af det

tilsatte chromogene peptidsubstrat.
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10
Tabel 2
Inkubations- Ekstinktion ved 405 nnm Thromboplastin frem-
tid (dage) thromboplastin, der er stillet som i eksem-
almindeligt i handelen pel 1

0 0,008 0,000

0,3 0,012 0,003

1,0 0,028 0,010

2,0 0,049 0,015

5,0 0,108 0,030

7,0 0,154 0,035

Patentkrav.

1. Reagens til optisk bestemmelse af blodkoagulationsforhol-
det (Quick-test), indeholdende thromboplastin, et syntetisk
thrombinsubstrat og en puffer, Kendeteghnet ved, at
det har et indhold af ikke-proteolytisk virksomt thromboplas-
tin, der kan opnas ved fremstilling af et acetonetorpuiver fra
hjerne, inkubation af en neutral vandig oplegsning af acetone-
torpulveret ved 25 til 40°C, udvinding af den uopleselige
fraktion, behandling af en suspension af denne fraktion i for-
tyndet saltoplesning med et overfladeaktivt middel under til-
stedevarelse af formiat og terring af den fraskilte oplgselige

fraktion.

2. Reagens ifelge krav 1, kendetegnet ved, at det
indeholder ikke-proteolytisk thromboplastin i en koncentration
pd 3 til 20 volumen¥, 2 x 10-5 ti1 20 x 10°5 mo1/1 syntetisk
thrombinsubstrat, 0,05 til 0,25 mol/1 puffer, pH 7,2 til 8,5,
og 2 til 10 mmol1/1 opleseligt calciumsalt.

3. Reagens ifolge krav 2, kendetegnet ved, at det
yderligere indeholder 0,5 til 3% urinstof.

4. Reagens ifelge krav 2 eller 3, kendetegnet

ved, at det indeholder trispuffer.
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