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{54)  STABILISIERTES THROMBINPRAEPARAT

{57) Ein stabilisiertes Thrombinpréparat in fester oder geloster Form, insbesondere flr analytische
Zwecke, enthalt als Stabilisatoren Serumalbumin in Kombination mit mindestens einem Protea-
senhemmer, wie z.B. Aprotinin, und mindestens einem Chelatbildner.
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Stabilisiertes Thrombinpréparat

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein stabilisiertes Thrombinpraparat
in fester oder geldster Form, welches insbesondere ¥ir

diagnostische Zwecke geeignet ist.,

Bekannte technische LOsungen

Thrombin (Blutgerinnungsfaktor IIa) spielt eine wichtige
Rolle im Blutgerinnungssystem, Es wirkt einerseits zurlck
auf das Prothrombin (Faktor II) im Sinne einer Rzgulation
des Gerinnungsvorgéngs, vor allem aber bewirkt ss die Uber-
fUhrung von Fibrinocgen (Faktor I) in Fibrinmonomer (FS)
unter Peptidabspaltung, welches dann zum Fibrinpolymer ge-
rinnen kann, Thrombin spielt daher vor allem in der Dia-
gnostik des Blutgerinnungssystems eine wichtige Rolle. Bei-
spielsweise wird es zur Bestimmung von Heparin oder von
Antithrombin III verwendet,

Die Verwendung des Thrombins fur Untersuchungen des Blut=-
gerinnungssystems, insbesondere in Testsystemen, die far
diesen Zweck bestimmt sind, wird durch die auRBerordentlich
groBe Instabilit&dt des Thrombins stark beeintréchtigt. Ins-
besondere in geldster Form ist die Instabilit&t sehr ausge-
prigt, Beispielsweise ist eine w3Rrige Thrombinldsung beil

0o °¢ nur ca, 5 Stunden stabil (Thromb. Diath. Hemorrh. S,
169 (1963)). Fir manche Préparate wird in geldster Form bedl
0 °C eine Stabilitit von nur 1 Stunde angegebefe
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.Abgesehen von dieser allgemeinen Instabilitat von Thrombin
wurde gefunden, daB gelegentlich auBerordentlich rasch sehr
starkte Aktivit&atsveridnderungen im Sinne einer Inaktivierung
bei Thrombin auftreten, die bei Verwendung im Rahmen analy=-
tischer Tests zu v&llig unbrauchbaren Resultaten fihren.
Versuche haben Anhaltspunkte daflir ergeben, daR diese Akti-
vitatsverdnderung durch Beh&lteroberflachen bedingt ist, mit
welchen die Thrombinldsung in Berithrung kommt.

Zi2l der Erfindung

Es ist Ziel der Erfindung, diese mit der Verwendung von
Thrombin zusammennhidngenden Schwierigkeiten zu beseitigen.

VWlesen der Erfindung

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein stabi-
lisiertes Thrombinpraparat zu entwickeln, welches sowohl
in fester als auch in geldster Form eine fir praktische
Zwecke ausreichende Gebrauchsdauer aufweist und bei dem
insbesondere auch unvorhersehbare zeitunabhédngige Aktivi-
tédtsédnderungen vermieden werden,

GelGst wird diese Aufgabe erfindungsgemdf durch ein stabi-
lisiertes Thrombinpréparat in fester oder geldster Form,
insbesondere fiur analytische Zwecke, wélches dadurch gekenn=-
zeichnet ist, daR es als Stabilisatoren Serumalbumin in Kom-
bination mit mindestens einem Proteasenhemmer und minde=
stens einem Chelatbildner snth&lt,
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Die Erfindung beruht auf der Feststellung, daB die drei
Komponenten des erfindungsgeméfen Mittels eine synergisti-
sche Wirksamkeit ausiben, die zu einem sehr stabilen Throm-
binpraparat fihrt, bei welchem auch die bisher beobachte-
ten AusreiBer im Sinne einer pldtzlichen Aktivi-
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titsabnahme nicht auftreten. So . weist ein erfindungsge-
miR stabilisiertes Thrombinprdparat in Form eine; waBri-
gen L&sung bei einmonatiger Lagerung bei 33°C noch eine
Aktivitit von etwa 80 % des Ausgangswerts auf. Wird ei-.
ne widBrige Ldsung des erfindungsgemdBen Prdparats in Ub-
licher Weise bei etwa 0% gelagert,  so weist sie viele

Monate lang eine nur unwesentlich verd&nderte Aktivitédt

=

aur.

Vorzugsweise enthdlt das erfindungsgemdf stabilisierte
Thrombinprdparat Chelatbildner in einer Menge zwischen
0,01 und o,2 M, Proteasenhemmer in einer Menge von 1
bis 100 pg/ml und Serumalbumin in einer Menge von 5 bis
100 mg/ml bzw., soweit es sich um ein Trockenprdparat
handelt, in einer Menge, die bei Aufldsen in der vorge-
sehenen LOsungsmittelmenge derartige Konzentrationen

ergibt.

Unter den Chelatbildnern werden die.sechszéhnigen Li-
ganden bevorzugt. Beispiele. hierfilir sind Nitrilotries-
sigsdure, Cyclohexylen-(1,2)-dinitrilotetraessigséure,

Didthylentriamin-pentaessigsdure und Athylendiaminote-
traessigsdure (EDTA). Bevorzugt wird EDTA. Die besten
Ergebnisse werden erhalten, wenn der Chelatbildner in

einer Konzentration von 0,03 bis o,1 M vorliegt.

Als Proteasenhemmer kommen im erfindungsgemifen, stabi-
lisierten Thrombinprdparat solche in Betracht, die
Thrombin selbst nicht hemmen. Beispiele hierfilir sind
Aprotinin und Sojabohnen-trypsininhibitor (STi) . Wei-
tere geeignete Proteaseinhibitoren finden sich in "The
Enzymes", Vol. III, 3. Auflage 1971, S. 380-382 angege-
ben. Bevorzuct wird Aprotinin verwendet,-da es als Han-

delsprdparat leicht zugdnglich ist.



10

20

25

30

35

30057 7 -i-

Die dritte Komponente des im erfindungsgemédfen Thrombin-
pridparat enthaltenen Stabilisierungsmittels ist Serum-
albumin. Das Serumalbumin kann beliebiger Herkunft sein,
bevorzugt wird jedoch Rinderserumalbumin (RSA) aufgrund
seiner leichten Zugdnglichkeit. Wie bereits erwdhnt,
sollte die Ldsung 0,5 bis 1o %, vorzugsweise 1 bis 5 %
(1o bis 50 mg/ml) enthalten. Nach den vorliegenden Re-
sultaten scheint vor allem das Serumalbumin den pldtz-
lichen Aktivitdtsabfall von Thrombin zu verhindern. Es

wird vermutet, daB der erwihnte Aktivitidtsabfall durch

Detergentienspuren, insbesondere durch anionische Deter-

gentienspuren, die bei der Reinigung von Gerdten und Ge-
fiBen, mit denen die Thrombinldsung in Beriihrung kommt,

zurickgeblieben sind, verursacht werden,

Das erfindungsgemdfBe, stabilisierte Thrombinpridparat
kxann als solches oder im Gemisch mit anderen Substanzen
in Form eines kombinierten Reagensgemisches vorliegen.
Wenn es in geldster Fcrm vorliegt, so soll ein etwa neu-
traler pH-Wert (5,0 bis 8,0, vorzugswelse 6,5 bis 7,5)
vorliegen. In den meisten F&dllen reicht die Pufferkapa-
zitdt des Chelatbildners aus, um diesen phE-Bereich ein-
zustellen. Jedoch kann auch eine {ibliche Puffersubstanz

zugesetzt werden. Auch das Trockenprdparat, welches im

- allgemeinen in lyophilisierter Form vorliegt, kann eine

solche Puffersubstanz bereits enthalten.

Bel handeléﬁblichen Thrcmbinprdparaten nimmt im Durch-
schnitt die Aktivitdt bei Lagerung in wiBriger LOsung
bei Raumtemperatur in zwei Wochen um etwa 50 % ab. Un-
ter den gleichen Bedingungen tritt beim erfindungsgemdB
stabilisierten Prdparat im Rahmen der Fehlergrenze kei-

ne Aktivit#dtsabnahme auf.

Die folgenden Beispiele erliutern die Erfindung.
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Belspiel 1

117 mg eines stabilisierten Thrombin-Lyophilisats der
Zusammensetzung: .

5 47,9 ¢ EDTA, 51,28 % RSA, 0,02 % Aprotinin, o,5 % Na-
triumazid'(als Konservierungsmittel), 0,3.% Thrombin
werden mit 3 ml bidestilliertem Wasser gellst und die

Stabilitdt der LOsung untersucht.
10 Stabilitédt der Thrombinldsung:

Thrombinaktivitit (pE 8,1;
259C; TOS-Gly-Pro-Arg-pNa als

.|Substrat
. Ausgangs- |1 Woche|2 Wochen
15 (Wert (U/ml)| (U/ml)] (U/ml)
Lyophilisat bei +4°C_gela-
gert. Losung bei + 4OC ge+ 0,46 0,46 0,48

lagert

Lyophilisat bei +4°¢ gela-
gert. L&sung bei Raumtem- 0,47 0,46 0,48
peratur gelagert

Lyophilisat 3 Wochen bei
359C gelagert. L&sung bei| o,46 0,46 0,47
+4°¢ gelagert _

Lyophilisat 3 Wochen bei
20 35°9C gelagert. L&sung bei 0,47 0,46 0,47
Raumtemperatur gelagert

Belispiel 2

25 Die stabilisierende Wirksamkeit des erfindungsgemédBen
‘'stabilisierten Thrombinpriparats wurde verglichen mit
der stabilisierenden Wirksamkeit der Einzelkomponenten
und der verschiedenen mSglichen Kombinationen von je-
weils zwei der drei erfindungsgemdB vorhandenen Kompo-

30 nenten.
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In der nachstehenden Tabelle wird die Abnahme der
Thrombinaktivitdt in Prozent bei den verschiedenen sta-
bilisierten Thrombinpriparaten angegeben. Die EDTA-Men-
ge betrug 50 mM, pH 6,9; die Aprotininmenge betrug 1
mg/100 ml, die RSA-Menge 2 g/l1oo ml. :

" TABELLE °

EinfluR von EDTA, Aprotinin und Serumalbumin auf die
Thrombin-Stabilitdt

Lagerung | bid. | RSA | Aproti-|Aproti- | EDTA | EDTA . | EDTA | EDTA
bei 35°C| Wasser nin nin RSA Apro— | RSA | Apro-
(Wochen) ' tinin tinin
’ : REA

1 87,5 85,7 65,8 52,2 17,01 10,6 {1c,0! 8,3

2 98,0 98,0} 89,5 95,6 31,9 12,8 12,0 10,4

Aus den obigen Werten ergibt sich, daf Serumalbumin kei-
nen und der Proteasenhemmer nur einen sehr geringen sta-
bilisierenden EinfluB ausiiben und die Kombination Serum-
albumin/Proteasenhemmer ebenfalls {berhaupt nicht sta-
bilisiert. Der Chelatbildner stabilisiert zwar, jedoch
wird durch Zusatz der fiir sich allein v®llig unwirksa-
men Mischung von Serumalbumin und Proteasenhemmer-eine

weitaus liberlegene Stabilisierungswirkung erzielt.
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Erfindungsanspruch

1.

3.

S.

Stabilisiertes Thrombinpréparat in fester oder geldster
Form, insbesondere fir analytische zwecke, gekennzeichnet
dadurch, daB es als Stabilisatoren Serumalbumin in Kom-
sination mit mindestens einem Proteasenhemmer und minde-
stens einem Chelatbildner enth&lt.

Stabilisiertes Thrombinpréparat nach Punkt 1, gekenn-
zeichnet dadurch, daR es

0,01 bis 0,2 M-Chelatbildner,

1 bis 100 ,ug/ml Proteasenhemmer und

5 bis 100 mg/ml Serumalbumin

enthalt,

Stabilisiertes Thrombinpréparat nach Punkt 1 oder 2,
gekennzeichnet dadurch, daB es als Chelatbildner einen
sechszahnigen Liganden enthalt.

Stabilisiertes Thrombinpraparat nach Punkt 3, gekenn=-
zeichnet dadurch, daB es als sechszdhnigen Liganden
Athylendiamintetraessigsédure enthdlt.

Stabilisiertes Thrombinpraparat nach einem der Punkte 1
bis 4, gekennzeichnet dadurch, daB es als Proteasenhen-
mer Aprotinin enthalt.

Stabilisiertes Thrombinpraparat nach einem der Punkte 1
bis 5, gekennzeichnet dadurch, dal es

0,03 bis 0,1 M Athylendiamintetraeséigééure,

5 bis 20 ,ug/ml Aprotinin und

10 bis 40 mg/ml Serumalbumin enthalt.
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