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Den primzre hamostatiske reaktion i legemet er
adsorptionen af blodplader til subendotelial kollagen fri-
gjort ved en lasion i et blodkar. Dette efterfglges u-
middelbart af en storstilet sammenhobning eller aggrega-
tion af blodplader omkring lasionen under dannelse af
en prop af blodplader, der forhindrer udsivning af blod
og danner en matriks for skorpedannelsen.

Adskillige sygdomstilstande har relation til
sammenhobning eller aggregering af blodplader. En for-
mindskelse af blodpladernes aggregeringsevne kan eksem-
pelvis fgre til blgdersygdomme og forstyrrelser af sar-
skorpedannelse. P& den anden side kan en forgget tendens
til blodpladeaggregering initiere ugnsket blodkoageldan-
nelse og eventuelt fgre til myocardial inférkt eller andre
intravaskulare blokeringsproblemer.

For at kunne diagnosticere en specifik blgdning
eller for at kunne bedgmme sandsynligheden for fremtidige
blgdnings- eller sammenklumpningsproblemer, er det ngd-
vendigt at vurdere patientens blodpladeaggregeringsevne.
Dette foretages sadvanligvis in vitro ved bestemmelse af
graden af blodpladeaggregering fremkaldt med forskellige
aggregeringsmidler sdsom adenosindiphosphat, epinephrin el-
ler kollagen. Denne bestemmelse gennemfgres sadvanligvis
med et blodpladeaggregometer. Dette instrument miler den
mazngde lys, som passerer en prgve af blodpladerig plas-
ma, som undergdr aggregering.

Sadvanligvis anvendes kollagen til bestemmelse af
aggregeringen, da dette stof indgdr i den primzre hamosta-
tiske reaktion in vivo. Imidlertid er egnede kollagenprapa-
rater ikke kommercielt tilgangelige, og kun nogle fa kli-
niske laboratorier fremstiller og anvender deres egne kol-
lagenpraparater. Disse praparater er sadvanligvis suspen-
sioner og ikke agte oplgsninger, og disse praparater har
derfor ringe reproducerbarhed fra gang til gang. Endvidere
mister de deres blodpladeaktivitet i tgér tilstand og md
derfor opbevares i form af en suspension ved 4°c. som fgl-

149970



10

16

20

25

30

35

149970

ge deraf er de kun stabile i nogle dage.

Ifplge den foreliggende opfindelse tilvejebringes
et lybfiliseret kollagenholdigt praparat, som ved re-
konstituering danner en &gte oplésning. Da graden af
blodpladeaggregering som navnt bestemmes ved mdling af
lystransmissionen gennem praparatet, er det vasentligt
for opndelsen af pdlidelige resultater at arbejde med
klare oplgsninger fremfor suspensioner, idet suspensio-
ner med forskellige mengder suspenderet materiale giver
meget varierende md&leresultater.

Den foreliggende opfindelse angdr sdledes et lyo-
filiseret kollagenholdigt praparat til anvendelse ved
bestemmelse af blodpladeaggregering, hvilket praparat
er ejendommeligt ved, at det indeholder oplgseligt kolla-
gen og kvegserumalbumin, og at det ved rekonstitution
ved oplgsning i vandige medier danner en klar oplgsning og
da har en koncentration pa 5 til 100 pg kollagen pr. ml
og 0,5 til 70 mg kvegserumalbumin pr. ml og en pH-verdi
fra 3,0 til 4,5.

" Opfindelsen angdr ligeledes en fremgangsmide til
fremstilling af lyofiliseret kollagenholdigt preparat,
hvilken fremgangsmdde er ejendommelig ved, at kollagen
hydratiseres ved 4°c i en vandig oplgsning af eddike-
syre til opndelse af en kollagenoplgsning med en pH-vardi
péd mellem 3,0 og 4,5, hvorpd det hydratiserede materiale
homogeniseres til dannelse af en ensartet oplgsning,
idét partikelformigt materiale eventuelt fjernes ved
centrifugering af oplgsningen ved 2500 G i 15 minutter,
og det homogeniserede materiale fortyndes med en vandig
oplgsning af kvegserumalbumin i en sddan mengde, at der
fas en koncentration pa fra 5 til 1000 g kollagen pr. ml
fortyndet oplgsning, idet den fortyndede oplgsning der-
efter lyofiliseres.

Opfindelsen forklares narmere i de fglgende

eksempler.
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3
Eksempel 1
Fremgangsmide til fremstilling af oplgseligt kollagenholdigt
praparat

I. FPremstilling af sur kollagenoplgsning

25 mg achillessenekollagen henstilles til hydra-
tisering natten over wved 4°c i 25 ml 0,522 M eddikesyre.
Blandingen overfgres til en 50 ml homogeniseringsbeholder

og homogeniseres under anvendelse af et "Virtis Super" 30
homogeniseringsapparatur indstillet pd& skalainddelingen
80 i 30 minutter ved 5-8°C. Den fremkomne oplgsning centri-
fugeres ved 2500 G i 15 minutter ved stuetemperatur. Sa-
fremt der ikke konstateres noget bundfald i bunden af cen-
trifugeglasset, omrgres oplgsningen langsomt i 15 minutter
og filtreres dgennem et lag glasuld. Safremt der findes bund-
fald, kastes suspensionen bort.
II. Fortynding af kollagenopl@gsning

Den filtrerede oplgsning indeholdende 1 mg kolla-

gen pr. ml oplgsning fortyndes med 0,2 vagt%, beregnet pd
basis af den samlede oplgsning, vandig kvagserumalbumin-
oplgsning, hvorved fas S/ug kollagen pr. ml fortyndet oplgs-
ning.

I1I. Lyofilisering af fortyndet kollagenoplgsning

1 ml portioner af den fortyndede kollagenoplgs-
ning lyofiliseres i 30 timer i passende medicinglas. Ef-
ter lyofiliseringen tilkapsles medicinglassene og opbeva-
res ved 4°C.

IV. Rekonstituering af lyofiliseret kollagen

Til medicinglasset sattes 1 ml vand, og det hen-
stilles ved stuetemperatur i 10 minutter. Derpa blandes
indholdet i 10 sekunder i et hvirvelblandeapparatur ved
middelhastighed. Den rekonstituerede oplgsning bgr have
en pH-vardi pa 3,0-4,5, fortrinsvis 3,8.
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Eksempel 2
Fremgangsmdde til fremstilling af pufret, oplgseligt kol-

lagenholdigt praparat
I. Fremstilling af sur kollagenoplgsning
Denne oplgsning fremstilles analogt med den i ek-

sempel 1, trin I anfgrte fremgangsméide.
II. Fremstilling af 0,05 M glycin-HCl-puffer

3,7535 g glycin og 2,0 g kvagserumalbumin oplgses
i 900 ml destilleret vand. Oplgsningen indstilles med 0,1

N saltsyre til en pH-verdi p& 3,0-4,5, fortrinsvis 3,8,
hvorpd oplgsningen indstilles pd et slutrumfang pa 1000
ml med vand. Om ngdvendigt genindstilles pH-vardien med
yderligere saltsyre.

ITI. Fortynding af kollagenoplgsning

Den filtrerede oplgsning indeholdende 1,0 mg kol-
lagen pr. ml oplgsning fortyndes med glycinpuffer-kvag-
serumalbuminoplgsningen til opnaelse af den ¢gnskede kon-
centration af kollagen i oplgsningen, fortrinsvis S/ug
kollagen pr. ml fortyndet opl@dsning.

IV. Lyofilisering af fortyndet kollagenoplgsning

Lyofiliseringen gennemfgres analogt med den i ek-
sempel 1, trin III beskrevne fremgangsmide.
V. Rekonstituering af lyofiliseret kollagen

Rekonstitueringen gennemfsres under anvendelse af
den i eksempel 1, trin IV beskrevne fremgangsmade.

Analogt med den i eksempel 1, I, beskrevne frem-
gangsmade fremstilles der en sur kollagenoplgsning inde-
holdende 2,5 mg kollagen pr. ml oplgsning. Opl@gsningen
lyofiliseres analogt med den i eksempel 1, III, beskrev-
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ne fremgangsmade med 7 vagt%, beregnet p& basis af den sam-

lede oplgsning, kvegserumalbumin og uden anvendelse af
kvagserumalbumin. Xun det lyofiliserede praparat indehol-
dende kvagserumalbumin kunne genoplgses med efterfglgen-
de opndelse af fuldstendig blodpladeaggregering. Der er
imidlertid tale om meget smd@ aggregater, som bevirker smd

oscillationer i aggregometerkurven, medens en ¢gnsket egen-
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skab ved et kollagenpraparat er dets evne til at danne
store blodpladeaggregater og store aggregometeroscillatio-—
ner som vist p& tegningen med kollagenfremkaldte
blodpladeaggregeringsprofiler, hvor A reprasenterer en
normal blodpladeaggregering med store blodpladeaggrega-
ter og dermed store aggregometeroscillationer, opnéet
ved et kvagserumalbuminindhold pa under 1 vagt%, bereg-
net pa basis af opl¢sningeﬁ, som anfgrt i det fglgende,
og B reprasenterer en normal blodpladeaggregering men
med smid blodpladeaggregater og dermed smd oscillatio-
ner, som opndet ved kvagserumalbuminindhold pa 7 vagts,
beregnet pd basis af oplgsningen.

Kurven C i figuren viser en aspirinhzmmet blod-
pladeaggregering som omtalt i det fglgende.

Lyofiliserede kollagenholdige praparater, frem-
stillet analogt med fremgangsmdden beskrevet i eksempel 1
og indeholdende 1-5 vagt%, beregnet pd basis af den sam-
lede oplgsning, kvagserumalbumin, rekonstitueres med vand
eller 0,522 M eddikesyre. Prazparaterne som rekonstitueres
med vand giver fuldstandig blodpladeaggregering, men os-
cillationerne pd kurven er sma. Dette indicerer, at en
kvagserumalbuminkoncentration s& lav som 1 vagt%, bereg- -
net p&d den samlede oplgsning, stadig har en inhiberende
virkning p& blodpladeaggregeringen. Praparaterne rekon-
stitueret med eddikesyre bevirker ikke blodpladeaggre-
gering, hvilket indicerer, at eddikesyre bevirker en yder-
ligere hamning. Foruden tg¢rring af praparatet bevirker
lyofiliseringen heldigvis ogsd en fjernelse af noget af
eddikesyren og andrer de med vand rekonstituerede prgvers
pH-verdi fra 2 til 4. Dette bevirker et mere aktivt pro-
dukt. Formindskelsen af surhedsgraden ved lyofilisering
til forskel fra neutralisering med base forhindrer til-
lige en forggelse af ionstyrken og sikrer derved fuldstan-
dig genoplgsning af kollagenet i vand.

Kollagenholdige praparater, der er fremstillet ana-
logt med fremgangsmidden beskrevet i eksempel 1, og som in-
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deholder kvegserumalbumin i koncentrationer fra 0,05 til
1,0 vagtprocent, beregnet p& basis af den samlede oplgsning,
lyofiliseres. Derefter foretages der forsgg med blodpla-
deaggregering, og resultaterne er anfgrt i tabel I, for-
s¢g A-D. Som navnt er graden af blodpladeaggregering
direkte knyttet til den procentvise lystransmission.

Det fremgdr af tabel I, at aggregeringen ikke pa-
virkes vesentligt af en kvagserumalbuminkoncentration op
til 1 vagt%, beregnet pa basis af den samlede oplgsning.
Der opnds imidlertid fuldstandig oplgselighed for kolla-
genet med si 1lidt som 0,2 vagt%, beregnet pa basis af den
samlede oplgsning, kvaegserumalbumin, hvorfor denne koncen-
tration anvendes i de efterfglgende forsgg.

For at bestemme den optimale kollagenmengde, som
er ngdvendig til blodpladeaggregering, sattes forskelli-
ge mengder oplgseligt kollagenholdigt praparat, fremstil-
let analogt med fremgangsmiéden beskrevet i eksempel 1, I-IV,

og indeholdende 0,2 vagt%, beregnet pa basis af den sam-
lede oplgsning, kvaegserumalbumin til human blodpladerig

plasma. Det konstateres, at 10 pl, 20 pl og 50 ml af en
oplgsning, der ihdeholder 2,5 mg kollagen pr. ml oplgsning
tilsat til 1 ml blodplasma, fremkalder fuldstandig aggre-
gering. Der fremstilles derfor mere fortyndede kollagen-
oplgsninger, som lyofiliseres og rekonstitueres med vand.
Graden af aggregering fremkaldt med 50 sl af hvert prapa-
rat er ligeledes anfgrt i tabel I, forsgg A-H. Endvidere
fremstilles yderligere fortyndinger af et oplgseligt
kollagenholdigt praparat, fremstillet analogt med frem-
gangsmaden beskrevet i eksempel 1, I-IV og indeholdende
0,125 mg kollagen pr. ml oplgsning med 1 vagtprocent, be-
regnet pad basis af den samlede oplgsning, kvagserumalbumin,
og de opndede resultater er ligeledes anfgrt i tabel I,

forsgg H(1)-(7).
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Tabel I
Kollagen- og kvagserumalbuminkoncentrationens indvirkning p& graden af

blodpladeaggregering

1498970

Kvagserumalbumin,

Antal mg kolla- (vegt®, beregnet

gen pr. ml kol- ;8"Pzcis af kolla- Blodpladeaggregering

lagenoplgsning genoplgsningen) (% transmission)

A 0,25 _ 0,05 ingen rekonstituering
B 0,25 ' 0,10 ingen rekonstituering
C 0,25 0,20 87
D 0,25 1,0 84
E 0,125 0,05 85
F 0,125 0,10 77
G 0,125 0,20 76
H (1) 0,125 1,0 84

(2) 0,0625 1,0 82

(3) 0,0313 1,0 78

(4) 0,0156 1,0 76

(5) 0,008 1,0 64

(6) 0,005 1,0 17

(7) 0,004 1,0 21

Der opnds fuldstendig aggregering med praparaterne
indeholdende 0,250 mg kollagen/ml oplgsning og 0,125 mg
kollagen/ml oplgsning, forsgg C-D og E-H. Ved afprgvning
af de seks seriefortyndinger, forsgg H(2)-(7), af oplgs-
ningen med 0,125 mg kollagen/ml oplgsning i 1 vagt%, be-
regnet pd basis af oplgsningen, kvegserumalbumin for blod-
pladeaggregeringsaktivitet, viser det sig, at en kollagen-
koncentration pa 8/ug/ml fremkalder et optimalt, men ikke
maksimalt blodpladeaggregeringsniveau. Under disse for-
sggsbetingelser er det optimale blodpladeaggregeringsni-
veau hos normale individer omtrentlig 60% transmission,
hvilket tillader pa&visning af store afgivelser over og
under den normale vardi. ]

Det konstateres ved stabilitetsforsgg, at det op-
lgselige kollagenholdige praparat ifglge opfindelsen er
stabilt i mindst 8 maneder ved stuetemperatur, i op til
2 uger ved 45°C og i mindst 9 méneder ved 4°%c. stabilite-

ten efter rekonstituering er 3 timer ved stuetemperatur.
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Det er kendt, at aspirin og visse andre lagemid-
ler inhiberer blodpladeaggregering som illustreret i den
tidligere omtalte figur. Derfor gennemfgres et forsgg til
bestemmelse af, hvorvidt det er muligt med det kollagen-
holdige prazparat med en koncentration pa 8/ug kollagen/ml
oplgsning at skelne mellem normal blodpladeaggregering og
anormal blodpladeaggregering. Blodpladerigt plasma fés fra
tre frivillige forsggspersoner fgr og efter indtagelse
af aspirin, hvorefter blodpladeaggregeringen afprgves.

Det fremgidr af de i tabel II anfgrte data, at pra-
paratet indeholdende oplgseligt kollagen er i stand til at
pavise in vivo aspirininhibering af blodpladeaggregering i

alle prgverne.

Tabel II

In vivo virkning af aspirin pd blodpladeaggregering

Transmission i %

Donor Inden aspirinindtagelse Efter aspirinindtagelse
1 62 24
2 55 13
3 62 20
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Patentkrav.

1. Lyofiliseret kollagenholdigt praparat til an-
vendelse ved bestemmelse af blodpladeaggregering,
kendetegnet ved, at det indeholder oplgseligt
kollagen og kvagserumalbumin, og at det ved rekonstitu-
tion ved oplgsning i vandige medier danner en klar oplgs-—
ning og da har en koncentration pa 5 til 1000 g kollagen
pr. ml og 0,5 til 70 mg kvegserumalbumin pr. ml og en
pH-verdi fra 3,0 til 4,5.

2. Lyofiliseret przparat if¢lge krav 1, k e n d e-
tegnet ved, at'koncentrationen af kollagen er ca.

8 pg pr. ml.

3. Lyofiliseret preparat ifglge krav 2, k e n-
detegnet ved, at den gnskede pH-verdi er opndet
ved hjelp af eddikesyre.

4. Lyofiliseret praparat ifglge krav 3, k e n-
detegnet ved, at den rekonstituerede oplgsning er
pufret med en glycin-puffer.

5. Fremgangsmdde til fremstilling af lyofiliseret
kollagenholdigt preparat ifglge krav 1, k en de t e g-
n e t ved, at kollagen hydratiseres ved 4°c i en vandig
oplgsning af eddikesyre til opndelse af en kollagenop-
1gsning med en pH-vardi p& mellem ca. 3,0 og ca. 4,5,
hvorpd det hydratiserede materiale homogeniseres til
dannelse af en ensartet oplgsning, idet partikelformigt
materiale eventuelt fjernes ved centrifugering af opldgs-
ningen ved 2500 G i 15 minutter, og det homogeniserede
materiale fortyndes med en vandig oplgsning af kvegserum-
albumin i en sddan mengde, at der f&s en koncentration
pd fra ca. 5 til ca. 1000 jug kollagen pr. ml fortyndet
oplgsning, idet den fortyndede oplgsning derefter lyofi-
liseres.

6. Fremgangsmdde ifglge krav 5, k end e t e g-
n e t ved, at der som fortyndingsmiddel anvendes en

0,2%'s vandig kvagserumalbuminopl@sning.

149970
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7. Fremgangsmade ifglge krav 5, k end e t e g-
n e t ved, at koncentrationen indstilles pa 5 til 10 ag
kollagen pr. ml fortyndet oplgsning.

8. Fremgangsmade ifglge krav 7, k end e t e g-
n e t ved, at koncentrationen indstilles pé 8 Mg kollagen
pr. ml fortyndet oplgsning.

9. Fremgangsmade if¢ige krav 5, k ende t e g-
n e t ved, at der som syre anvendes 0,522 M eddikesyre.

10. Fremgangsméde ifgplge krav 5, k en d e t e g-
n e t ved, at materialet homogeniseres ved 5-8°¢.

) 11. Fremgangsmide ifglge krav 5, k end e t e g-

n e t ved, at fortyndingen af det filtrerede materiale
udfpres med en glycin-kvegserumalbumin-puffer med en

pH-vardi mellem 3,0 og 4,5.

Fremdragne publikationer:
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