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Dybfrosset eller lyofiliseret vavsklzbestof pé basis af
humane eller animalske proteiner, der indeholder faktor
XIII, f£ibrinogen og et antibiotikum.

Til opnielse af en hgj belastningsevne af de ved hjzlp
af vavsklabestoffet fremstillede klzbninger samtidig med
antimikrobiel forsinkelsesvirkning af praparatet andrager
forholdet mellem faktor XIII og fibrinogen, udtrykt i en-
heder faktor XIII pr. g fibrinogen, mindst 500, og et an-
tibiotikum fra gruppen omfattende aminoglycocid, betalac=
tam, polypeptid og tetracyklin er indeholdt deri. Yder-
ligere kan en plasmin-inhibitor eller plasminogen-aktiva=
tor-inhibitor vare indeholdt i vavsklazbestoffet.

Ved fremstillingen af vavsklzbestoffet indstilles i en
fibrinogenholdig blodplasmafraktion, som eventuelt er
vasket med en pufferoplgsning, et koncentrationsforhold
mellem faktor XITI og fibrinogen, udtrykt i enheder faktor
XIII/g fibrinogen, pd mindst 500 ved tilsatning af faktor
XITI. Antibiotiket tilsmttes forud for dybfrysning eller lyo-
filisering af prazparatet eller efter dets optgning eller
genfortynding.
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Opfindelsen angar en fremgangsmade til fremstilling af et vav-
sklabestof pd basis af humane'eller animalske proteiner og med
et indhold af faktor XIII, fibrinogen og et antibiotikum valgt
blandt aminoglycosid, betalactam, polypeptid og tetracyklin.

Fremgangsmader til fremstilling af et vavsklabestof med

et indhold af fibrinogen og faktor XIII er allerede kendt
fra AT-patentskrifterne 359.652 og 359.653, ved hvilke be-
stemte koncentrationsforhold mellem faktor XIII og fibrinogen

og eventuelt albumin indstilles,og przparaterne dybfryses
eller lyofiliseres. Disse praparater havde i det vasentlige
tilfredsstillende egenskaber, nemlig en h¢j belastnings-
evne af klzbningerne og en god resorberbarhed. Det er dog
gnskeligt at forbedre disse praparater med hensyn til en

antimikrobiel virkning.

Det blev ganske vist allerede i US patentskrift nr. 2.533.004
og af Fellinger og andre i tidsskriftet "Der Tuberkulosearzt"
(6/11, 1952) foreslaet, at satte antibiotika til fibrino=
genoplgsninger og anvende disse som sarklzbestof, men dis-

se oplgsninger, der fgrst fremstilles ved sygesengen, re-
sulterer ikke i tilstrakkelig holdbarhed og belastnings-

evne af det deraf dannede fibrinkoagulat.

Det er endvidere kendt fra et arbejde af BSOsch et al,
Archiv flir Orthopddische und Unfall-Chirurgie, bind 90
(1977), side 63 til 75, i forbindelse med knogletrans-
plantater at anvende et fibrinklazbesystem til udfyldelse
af knogledefekter, hvorved fibrinet dannes direkte pa det
valgte sted i knoglehulrummet ved tilsatning af thrombin
til en fibrinogenoplgsning. Efter behov tilsattes ogsa

i handelen gdende kombinationspraparater af neomycin i

pulverform.

Endeligt blev det ifelge PCT-ansggning WO 81/00516 foresla-
et at fremstille en fibrinogen-antibiotikumgel, hvorved en til

fremstilling ved sygesengen bestemt blanding af kryopracipitat
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med tobramycin og gentamycin som antibiotikum kommer til an-

vendelse.

Ifglge egne forsgg blev det fastslaet, at de beskrevne og
kendte vavsklzbestoffer, som indeholder fibrinogen, faktor
XIII og et antibiotikum, ikke har den ¢nskede kombina-

tion af egenskaber, nemlig en hgj belastningsevne af klab-
ningerne og en antimikrobiel virkning, men at der indtrader
en uheldig vekselvirkning mellem antibiotika og faktor XIII,
med den virkning, at fibrinogenets tvarbindingsevne falder
sterkt, og koagulationsevnen pavirkes ugunstigt. Som fglge
deraf bevirker det en forringet styrke og adhasionsevne

af klabemidlet til sdr- eller vavsfladerne.

En yderligere ulempe ved de kendte praparater bestar i

at afgivelsen af antibiotikum til vavet foregdr for hurtigt,
s8ledes at antibiotikumretardationen ikke er tilstrakkelig
til at virke i langere tid og til opndelse af en hgj afgivel-

se af virksomt stof.

Opfindelsen tager sigte pd at undgd disse ulemper og vanske-
ligheder og tilvejebringe et vavsklabestof af human eller
animalsk oprindelse, som har de ovenfor anfgrte kom-

binationsegenskaber og sikrer en bedre virkning af anti-

biotiket.

Den stillede opgave lgses ved hjalp af en fremgangsmade af den
indledningsvis navnte art, som er ejendommelig ved, at man i
en fibrinogenholdig blodplasmafraktion, eventuelt efter vask-
ning med en pufferoplesning og tilsatning af en plasmin-inhi-
bitor eller plasminogen-aktivator-inhibitor indstiller et kon-
centrationsforhold mellem faktor XIII og fibrinogen, udtrykt i
enheder faktor XIII/g fibrinogen, pa& mindst 500 ved tilsatning
af faktor XIII, hvorpad antibiotiket tilsattes, og praparatet
dybfryses eller lyofiliseres, eller efter indstilling af fak-
tor - XIII-/fibrinogenindhoidet dybfryser eller 1lyofiliserer
praparatet og efter optening eller genfortynding forener det

med en antibiotikumholidig oplesning.
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Ifolge en foretrukken udforelsesform, ved hvilken den fibrino-
genholdige b1odp1asmafraktion.vaskes med en pufferoplesning,
gennemfores vaskeprocessen indtil opndelse af en faktor XIII-
koncentration pa& 200 enheder faktor XIII/g fibrinogen, hvoref-
ter faktor XIII tilsattes i en mengde pad mindst 300 enheder/g
fibrinogen i form af et koncentrat eller lyofilisat.

Fordé]agtigt er der i et dybfrosset vavsklabestof indeholdt
faktor XIII i en ma&ngde pa mindst 40 enheder/ml. I tilfalde af
et lyofiliseret vavsklabestof skal der varet indeholdt mindst
33 vegt% fibrinogen, idet faktor XIII er til stede i en mangde
pa& mindst 170 enheder/g lyofilisat.

Som plasmininhibitor eller plasminogen-aktivator-inhibitor kan
der hensigtsma&ssigt anvendes en valgt blandt aprotinin, as-an-
tiplasmin, az-makrogliobulin, aj-antitrypsin, e-aminocapronsyre

0g tranexamsyre.

Vavsklzbestoffet foreligger fordelagtigt som et tokomponent-
preparat, hvor faktor XIII, fibrinogen og plasmin-inhibitor-
en eller plasminogen-aktivator-inhibitoren er indeholdt

i den fgrste komponent, medens antibiotiket, thrombin og

divalent calcium er indeholdt i den anden komponent.

Fortrinsvis anvendes antibiotiket i form af et tungt oplgse-
1igt derivat. En variant af denne udfegrelsesform kan besta i,
at der foruden det tungt oplgselige derivat ogsa anvendes et
let oploseligt, eventuelt fordelt i vavsklabestoffets to kom-
ponenter. Denne udferelsesform har den fordel, at det let op-
lgselige derivat hurtigt afgives og sikrer en hgj begyndelses-
virkning, hvorimod det tungt opleselige begrunder en langvarig

virkning.

Fremgangsmdden til fremstilling af vavskladestoffet ifelge op-

findelsen belyses nazrmere i de efterfelgende eksempler.
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~ Eksempel 1.

Ud fra humant nedfrosset, frisk plasma blev der ved opvarmning

til 2°C udvundet kryopracipitat (100 g),som blev fraskilt ved
centrifugering og vasket to gange i en pufferoplgsning
indeholdende Na3—citrat, NaCl, glycin, glucose, aprotinin

og heparin ved en pH-vardi pd 6,5, og det fraskilte bund-

fald blev oplgst i en glycinholdig pufferopl@sning (255 ml)
ved en pH—vardi p& 7,9. Det blev fastslaet, at der i denne
oplgsning fandtes et forhold mellem faktor XIITI og fi-
brinogen p4 226 enheder faktor XIII/g fibrinogen. Til ind-
stilling af det ved fremgangsmaden ifolge opfindelsen gnskede
forhold pa mere end 500 E/g fibrinogen blev oplesningen tilsat
et faktor XIII-prazparat i pulverform med 9.000 enheder, hvor-
ved oplegsningens koncentrationsforhold nu blev forgget til 823
enheder faktor XIII/g fibrinogen. Denne oplesning blev steril-
filtreret, hvorpa 1,7 g gentamycin tilsattes under sterile be-
tingelser, og blandingen blev fyldt pad slutbeholdere (2,5 ml),
dybfrosset og lyofiliseret.

Eksempel 2.

Fremstillingen af vevsklabestofgrundlag ud fra kryopracipitat
blev udfgrt pa samme mdde som i eksempel 1, med den for-
skel, at kryopracipitatbundfaldet efter én enkelt vask blev gjort
flydende ved opvarmning til 37°% og 13.600 enheder af fak-
tor XIII i pulverform blev tilsat. Derved opnédedes et for-
hold mellem faktor XIII og fibrinogen pé& 967 faktor XIII-en=
heder/g fibrinogen.

Oplgsningen blev som antibiotikum tilsat 5,67 g 7-[(thie=
nyl) - (2) —acetamido]-cephalosporansyre. Den saledes opnaede
suspension blev fyldt pa& slutbeholdere (1 ml) og dyb-
frosset. Faktor XIII er i det pafyldte praparat indeholdt
i en mengde p& 87 E/ml.
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Administrationen af de ifglge eksempel 1 og 2 fremstillede
vavsklazbestoffer sker fordelagtigt ved, at den optgede
eller rekonstituerede blanding blandes med thrombin

og calciumchlorid og padfgres pé& vavet, som skal for-
bindes. Det er ogsd muligt, at pafgre de to komponenter-
ne separat pd vavet, der skal forbindes eller udfyldes.

Eksempel 3.

Fremgangsmdden ifglge eksepel 1 blev gentaget indtil til-
setning af antibiotiket. Den vaskede udfzldning blev efter
oplgsning i pufferoplgsning sterilfiltreret, fyldt pé
slutbeholdere (2,5 ml), dybfrosset og lyofiliseret, hvor-

ved den forste komponent af vavsklabestoffet fremstillet ved
fremgangsmadden ifslge opfindelisen blev gjort Tlagringsegnet.
Den anden komponent blev forud for administrationen fremstil-
let ud fra en oplegsning af thrombin og calciumchlorid ved til-
sathing af 7-[(thieny1)-(2)-acetamido]-cephaiosporansyre (30

mg/mi).
Eksempel 4.

Fremgangsmaden ifolge eksempel 2 blev gentaget, hvorved genta-
mycin (1,89 g) blev tilsat efter oplesning af kryopracipitat-
bundfaldet, og oplesningen blev fyldt pad slutbeholdere (1 ml)
og dybfrosset. Dermed foreligger den forste komponent af kla-
bestoffet fremstillet ved fremgangsmaden ifoslge opfindelsen i
en lagringsegnet form. Den anden komponent indeholdende 30 mg
7-[(thieny1)~(2)-acetamido]-cepha1osporansyre pr. m1 af en
calciumchlorid-throminoplgsning blev fremstillet fer admini-

strationen.

I stedet for det ifglge eksemplerne 1 - 4 tilsatte apro=
tinin kan der som plasmin-inhibitor eller plasminogen=
aktivator-inhibitor anvendes é&n eller flere af fglgende:
az-antiplasmin, az-makroglobulin, al—antitrypsin, g—amino=
capronsyre og tranexamsyre.
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De ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen fremstillede vavskia-
bestoffer har en generel anvendelighed til semlgs forbinding
af menneskers eller dyrs vav- eller organdele til sarbehand-
ling og blodstandsning samtidig med vesentligt forbedret anti-

mikrobiel virkning.

De forbedrede klzbeegenskaber samtidig med pa samme made for-
bedret antimikrobiel virkning af vavsklazbestoffet fremstillet
ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen fremgar af de folgende i
tabel sammenfattede sammeligningseksempler. Herved blev tvar-
bindingsgraden af vavsklazbestoffet fremstillet ved fremgangs-

maden ifolge opfindelsen med forhsjet faktor XIII/fibrinogen-
forhold sammenlignet med tverbindingsgraden af kendte vavskla-

bestoffer uden forhgjet faktor XIII/fibrinogen-forhold under
anvendeise af forskellige antibiotika. a-tvarbindingsgraden er
bestemt ifglge natriumlaurylsulfat-(SDS)-polyacrylamid-gel-
elektroforesemetoden, som gennemfgres saledes, at man, efter
blanding af vevsklazbestoffet med det samme volumen af en op-
lgsning indeholdende 40 umol CaCls og 15 NIH-enheder (US Na-
tional Institute of Health-enhder) thrombin pr. mi, inkuberer
blandingen ved 37°C. a-tverbindingsgraden bestemmes ved hjalp
af gelelektroforese efter standsning af reaktionen og reduktiv
spaltning af de i proteinerne indeholdte disulfidbroer ved
tilsetning af en blanding af urinstof, natriumdodecylsulfat og

g-mercaptoethanol.

I den yderligere del af tabellen blev clotstyrken i thrombeia-
stograf af et vavsklzbestof fremstillet ved fremgangsmaden
ifolge opfindelsen sammenholdt med styrken af et kendt, idet

gentamycin blev tilsat som antibiotikum.

Endelig indeholder tabellen trzkstyrkesammenligningsvardier
for et vavsklzbestof fremstillet ved fremgangsmaden ifglge op-
findelsen og et kendt, idet gentamycin anvendes som antibioti-

kum.
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Fibrin-o-tvaerbinding (ved 37°C efter 60 minutter).

Antibiotikum- vVavsklaebestof ifglge Vavsklabes?of
tilsetning opfindelsen med for- uden forhgijet
hgjet faktor XIII-ind- faktor XIII-
hold, >500 E/g fibri- indhold.
nogen.,
Gentamycin 70% , 30%
Neomycin 41% 21%
Fosfomycin 47% : 24%
Azlocillin 66% 42%
Doxycyklin 65% 26%
Cefoxitin 54% 44%

Clotstyrke i thrombelastograf
(37OC-60 min.) € = Elasticitetskoefficient.

Gentamycin 1.150 426

Trzkstyrke i g/cm2
(37°c-30 min.)

Gentamycin 1.283 999

Endelig blev endnu et sammenligningseksempel vedrgrende
antibiotikaafgivelsen fra et ifglge eksempel 4 fremstil-
let vevsklzbestof gennemfgrt, hvorved der i et in vitro

forsgg efter 72 timer allerede var afgivet 85% af gentamy=
cinet fra en med dette klabestof fremstillet clot. Efter

96 timer blev en afgivelse af gentamycin ikke mere kon-
stateret, medens 7-[(thienyl)-(2)-acetamido]-cephalosporan=

syre stadig var paviselig efter 8 dage.
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Patentkrayv.

1. Fremgangsmade til fremstilling af et vavskiebestof pa& ba-
sis af humane eller .animalske proteiner og med et indhold af
faktor XIII, fibrinogen og et antibiotikum valgt blandt amino-
glycosid, betalactan, polypeptid og tetracyklin, k e n d e -
tegnet ved, at man i en fibrinogenholdig blodplasmafrak-
tion, eventuelt efter vaskning med en pufferoplesning og til-
sztning en plasmin-inhibitor eller p]asminogen-aktivator—inhi—
bitor, indstiller et koncentrationsforhold mellem faktor XIII
og fibrinogen, udtrykt i enheder faktor XIII/g fibrinogen, pa
mindst 500 ved tilsatning af faktor XIII, hvorpa antibiotiket
tilssttes, og praparatet dybfryses eller lyofiliseres, eller
efter indstilling af faktor XIII-/fibrinogenindholdet dybfrys-
er eller lyofiliserer praparatet og efter optening eller gen-
fortynding forener det med en antibiotikumholdig oplesning.

2. Fremgangsmade ifglige krav 1, ved hvilken den fibrinogen-
holdige blodplasmafraktion vaskes med en pufferoplosning,
kendetegnet ved, at vaskeprocessen gennemfores ind-
ti1 opnaelse af en faktor XIII-koncentration pa 200 enheder
faktor XIII/g fibrinogen, hvorpa faktor XIII tilsattes i en
mengde pa mindst 300 enheder/g fibrinogen i form af et koncen-

trat eller lyofilisat.

3. Fremgangsmidde ifelge krav 1, k e n detegnet ved,
at der anvendes en plasmin-inhibitor eller plasminogen-aktiva-
tor-inhibitor valgt blandt aprotinin, aj-antiplasmin, az-ma-
kroglobulin, al-antitrypsin, c-aminocapronsyre og tranexamsy-

re.

4. Fremgangsmade ifelge krav 1, k e n detegnet ved,
at vavsklazbestoffet fremstilles som tokomponentpraparat, hvor
faktor XIII, fibrinogen og plasmin-inhibitoren eller plasmino-
gen-aktivator-inhibitoren er indeholdt i den feorste komponent,
medens antibiotikum, thrombin og divalent calcium er indeholdt

i den anden komponent.
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5. Fremgangsmade ifolige krav 1, kendetegnet ved,

at antibiotiket anvendes

vat.

i

form af et tungt oplegseligt deri-
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