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(57) Reseni se tykd zplisobu p¥ipravy stan-
dardnich koncentrdtd prekallikreinu a frag-
mentu Hagemanova faktoru z krevai plasmy,
zejména z intaktni citrdtové lidske krevni
plasmy, a to k diagnostickym Géelim, piede-
v&im pfi kontrole kvality intravenosné apli-
kovanych krevnich derivétt. Podstata feseni
spotivéd ve zplscbu zpracovéni krevni plasmy
na koncentrdt prekallikreinu sorpci na ekvi-
librovany sorbent na bdzi dietylaminoetyl-
deriv4tl polysacharidd nebo hydroxyalkyl-
metakryldtového nebo glykolmetakryldtového
gelu v prostoru prostém povrchového elek-
trického ndboje a na koncentrdt fragmentu
Hagemanova faktoru, ktery se zIskd desorp-
ci bilkoviny ze sorbentu obohacenim eludtu
proteolyzou o fragment Hagemanova faktoru
po odsoleni a ndsledujici frakcionaci na
katexu na bézi karboxymetylderivdtu dextra-
nu nebo celulosy. Zpisob usnadnuje a zrych-
luje proces ptipravy koncertrdtu prekalli-
kreinu a koncentrdtu fragmentu Hagemanova
faktoru.
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Vyndlez se tykd zplsobd pfipravy standardnich koncentrdtt prekallikreinu a fragmen-
tu Hagemanova faktoru z krevni plasmy, zejména z intaktni citritove krevni plasmy, a to
k diagnostickym G&ellim.

Plasmaticky prekallikrein slouzi jako jediné specifické agnes k laboratornimu prika-
zu pEitomnosti fragmentu Hagemanova faktoru (aktivdtoru prekallikreinu, také HFf) v pre-
pardtech pfipravovanych z krevni plasmy. HFf je inicidtorem pochodti, které v krevnim obé-
hu vedou k uvolnéni kinint z plasmatickych kininogent zndmym mechanismem. Kontaminace frag-
mentem Hagemanova faktoru u intravenosna poddvanych krevnich derivdtl znamens tedy pro
pfijemce ohroZeni, spo€ivajici v prudkém poklesu krevnfho tlaku, vedoucim aZ k cirkula&ni-
mu kolapsu. Dosavadni vyrchni postupy pro p#ipravu stabilntho plasmatického roztoku, albu-
minu neba intravenosniha gama-globulinu nezabranujf tomu, aby HFf, piitomny ve vychozim
materidlu bud jako takovy, nebo v podobs prekurzoru, nepfechdzel jako kontaminujicf sloz-
ka do kone&ného prepardtu. Stanaveni hladiny HFf, jeho? hypotenzivni Uginky jsou zndmy,
miZe byt ukazatelem pripadné reaktivity derivdtd krevni plasmy pfi klinickych éplikacich.

Prikaz fragmentu Hagemanova faktoru v klinicky pouZivanych prepardtech je zaloZen na
tom, Ze prepardt, ktery tento faktor obsahuje, je schopen aktivovat prekallikrein na enzym
kallikrein, jehoZ uvolnsné mnosstvi je dmérné pEitomnému aktivdtoru prekallikreinu a sta-
novi se pomoci specifického substrdtu. NEktef{ autofi pou?ivaji substratt na bdzi estert
bdzickych aminokyselin (cit. 1it. 1, 2), v pozd&js{ dob& jsou viak vesmis uzivdny speci-
fi€t&j51 chromogenni oligopeptidické derivdty p-nitreanilinu (cit. lit. 3). Aby bylo moz-
no standardizovat metodu stanaveni HFf v prepardtech pfipravenych z krevni plasmy, je nut-
no mit k dispozici standardni prekallikrein a k jeho pEipravé standardni aktivdtor prekalli-
kreinu.

Jsou zndmy zplsoby odd&lovini prekallikreinu z krevnfi plasmy sloupcovou chromatogra-
fif na sorbentech typu dietylaminoetylderivédta dextranu, které jsou vSeobecné zndmé a ko-
meréng dostupné (ecit. lit. 4). Protoze povrchovy elektricky ndboj prekallikreipu je blizky
povrchovému elektrickému ndboji imunoglobulinu G, lze pro tyto Gely pou?it i postupy po-
psané pro izolaci této frakce z krevni plasmy (cit. 1it. 5). Nevyhodou t&chto postupt, za-
loZenych na sloupcové chromatografii, je predev&im nékolikahedinové trvani separadniho
procesu, pfi kterém ve zpracovdvané plazmé mG¥e dochdzet k aktivaci prekallikreinu v en-
zym kallikrein vlivem kofaktort aktivace ptitomnych v krevni plasm$ a vlivem negativniho
elektrického ndboje povrchu sklengnéha separatniho zafizeni. Je znam zplsob, jak zabrdnit
nezddouci aktivaci prekallikreinu: Pro Jjeho separaci z plasmy je nutno.pouZivat chromato-
grafickych trubic s intaktnim povrchem, tj. prostych elektrického néboje, neho sklen&nych
trubic potaZenych uvnitf vrstvou silikonu.

Zptsobem podle vyndlezu se podafilo odstranit popsané nevyhody dosavadnich postupt,
pfedevSim tedy dlouhotrvajici separaci a zna&ng ndroky na specidlni dpravu aparatury a
soufasné vyuZit zbytkd krevni plasmy po isolaci prekallikreinu k ptipravé koncentrédtu
fragmentu Hagemanova faktoru. Jeho podstata spo&ivd v tom, Ze se vychozi surovina s ppi-
sadou 14tky neutralizujici negativni elektrické ndboje, naptiklad hexadimethrinbromidu,
pfedem ekvilibrovand pufrem s hodnotou pH 6,3 az 8,0 a molarity 0,0175 a% 0,1, uvédf v za-
Fizeni prostém povrchového elektrického ndboje, za stdlého pohybu ve styk s anexem, zej-
ména na bdzi dietylaminoetylderivaty polysacharidl, napfiklad dextranu nebo celulosy, ne-
bo na bdzi hydroxyalkylmetakryldtového nebo glykelmetakryldtového gelu, pfedem promytym
ekvilibra&nim pufrem, po ukondend sorpei se roztok nesorbovanych bilkovin, obsahujict
koncentrat prekallikreinu, odd&li, napfiklad filtrac{, a to opét v zafizeni prostém po-
vrchového elekirického ndboje, potom se podfl bilkovin, sorbovany na anexu a obsahujici
prekursor fragmentu Hagemanova faktoru, uvelnf eluct pufrem s hodnotou pH ekvilibra&nfho
pufru a s obsahem chloridu sodného nejméné 1,0 mol/1, ziskany eludt se odsoli, napf¥iklad
dialyzou, a padrobi‘protaolyze, napfiklad kallikreinem, a uvolnény HFf se izoluje na ka-
texu, napfiklad na bdzi karboxymetylderivatu dextranu nebo celulosy, po ekvilibraci elus-
tu i katexu pufrem s hodnotou pH 5,5 aZ 6,0 eluci solnym gradientem, napfiklad v koncentra-
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ci od 0 do 1,0 mol/l chleoridu sodnéha.

PFi provedeni zplUsobu podle vyndlezu spodivéd zdkladni opatfeni v uvedeni krevni plas-
my do styku s anexem v niddob& s intakitnim povrchem, tzn. prostym elektrického ndboje, za
pfesné definovanych podminek pH a iontové sily, za kterych se prekallikrein spolu s imuno-
globulinovou frakci nesorbuje na anex. Nesorbovany podil slouZi jako koncentrédt prekalli-
kreinu. Podil bilkovin, vdzany na anex, obsahujici prekurzor fragmentu Hagemanova faktoru,
se uvolni eluci roztokem se zvy$enou iontovou silou a slouzi k pfipravé koncentrdtu HFf.
Ziskand frakce se po odstranéni soli podrobi proteolytickému Stépeni, &imZ se obohati
o fragment Hagemanova faktoru, ktery se potom déle za definovanych podminek separuje sloup-
covou chromatografii na katexu. Koncentrdt HFf se zpracuje zndmym zplsobem, uvedenym pro
ilustraci v pfikladu 2, na standard aktivdtoru prekallikreinu.

Zpisob podle vyndlezu aplikaci vsddkového postupu v nddob& (respektive v zafizeni)
prosté povrchového elektrického niboje umoznil zkrédceni piipravy koncentrdtu prekallikrei-
nu na dobu nejvySe 30 min. a tim i podstatné sniZil nebezpe&i vzniku autoaktivagnich nebo
proteclytickych pochodd v plasmé. NevyZaduje Zddné specidlni chromatografické aparatury a
soutasnd vyuZivd sorbované frakce bilkovin k pfipravé koncentrédtu HFf. Pfi dodrZeni dopo-
rugenych podminek podle vyndlezu jsou oba koncentrdty stdlé kvality.

Vyhodou zplsobu podle vyndlezu je, Ze umozhuje velmi jednoduchou, rychlou a hospoddr-
nou pripravu sloZek plasmy nutnych pro kontrolu pfitomnosti fragmentu Hagemanova faktforu
v prepardtech ziskdvanych z lidské krevni plasmy.

Bliz31 podrobnosti zplisobu podle vyndlezu vyplyvajl z ndsledujicich p¥ikladd provede-
ni, které pfedmét vynidlezu pouze ilustruji, ale nijak neomezuji.

Pfiklad 1
a) PPiprava koncentrdtu prekallikreinu

Ke 100 ml intaktnf lidské citrdtové plasmy se pfidd 5 mg hexadimethrinbromidu (synte-
ticky antagonista heparinu, Polybren) a potom se plasma ekvilibruje dialyzou pFi 4 ¢ pro-
ti pufru Tris-HC1 (0,1 mol/l, pH 8,0) s pfisadou hexadimethrinbromidu v koncentraci 50
mg/l. K ekvilibrované plasmé se pfidd 8 g dietylaminoetylderivdtu dextranu s velikosti
tdstic 40 aZ 120 um nebo 10 g dietylaminoetylderivdtu celulosy nebo 8 g dietylaminoetyl-
derivédtu hydroxyetylmetakryldtu, pfedem promytych ekvilibra&nim pufrem a smés se michd za
mirného otdéeni 20 minut v polyetylenové nddob&. Po skoncené sorpci se sorbent odsaje na
odsdvatce opatfené rychle tekoucim filtradnim papirem a filtrdt se jimad do polyetylenové-
ho sdcku nebo nadoby. Ziskany filtrdt je koncentrdt prekallikreinu. Popsanym postupem se
ziskd veskery prekallikrein piitomny ve vychozi plasm&, spolu s IgG tvoii 95 aZ 98 % bil-
koviny koncentrdtu. Pofet mezindrodnich jednotek prekallikreinu se stanovi aktivaci
standardnim aktivdtorem prekallikreinu.

b) Pfiprava koncentrdtu fragmentu Hagemanova faktoru

Anex, odd&leny v pfedchozi operaci od kapalného podilu, na kterém je zachycena bil-
kovinnd frakce obsahujici prekursor fragmentu Hagemanova faktoru, se eluuje dvakrdt po
150 ml pufru o vysoké iontové sile, napfiklad pufrem Tris-HC1 (0,1 mol/l, pH 8,0) s pti-
sadou 2,0 mol/l chloridu socdnéhe. Eludt o objemu zhruba 300 ml se zbavi soli dialyzou
proti destilované vodé (nebo diafiltraci) a diafiltraci se zahusti na objem 50 ml. P{i-
davkem 10 ml roztoku aktivniho enzymu kallikreinu (aktivita 80 aZ 100 U/ml) a minimdlng
8 hodinavou inkubaci pifi 25 9% se tento podil obohati o HFf. Sm&s se frakcionuje na sloup~-
ci katexu (CM Sephadex, velikost &dstic 40 a% 120 um, velikost sloupce 1,6 x 40 cm) sol-
nym gradientem od O do 1,0 mol/l chloridu sodného v acetdtovém pufru (0,1 mol/l, pH 5,9).
Podily obsahujici HFf se spojl a po odstranéni solfl dialyzou proti destilované vodé (ne-
bo diafiltraci) se zahusti na takovy objem, aby ziskany koncentrdt fragmentu Hagemanova
faktoru vykazoval aktivitu nejméné 90 U/ml. Spolu s albuminem tvofi HFf vice neZ 98 %
bilkoviny.
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Pfiklad 2
Ptiprava standardu aktivdtoru prekallikreinu v albuminu

Pro pfipravu standardu aktivdtoru prekallikreinu se pouZije komer&ni albumin, ze kte-
rého se odstrani popfipadé& pFitomné inhibitory kallikreinového systému vazbou na sorbent
s afinitou ke glykoproteindm (napfiklad na sifované agarose s navdzanym lektinem Concana-
valinem A) a volny kallikrein postupem popsanym v p#ikladu 1, odst. a) pro separaci pre-
kallikreinu. Sorbovany albumin se eluuje pufrem o vysoké iontové sfle postupem popsanym
v pEikladu 1, odst. b), stejnym postupem se odstrani soli a roztok se zahusti ultrafiltra-
ci. Koncentrdt fragmentu Hagemanova faktoru se smisi s koncentrdtem albuminu tak, aby vy-
slednd koncentrace bilkoviny byla pFibliZn& 5 % a aktivita fragmentu Hagemanova faktoru
srovnatelnd s mezindrodnim standardem aktivdtoru prekallikreinu (National Institute for
Biological Standards and Control, Londom). Osmolalita roztoku se upravi na 300 mOs/kg
pfidavkem chloridu sodného.

PREDMET VYNALEZU

Zpasob pfipravy standardnich koncentrdtd prekallikreinu a fragmentu Hagemanova fak-
toru z krevni plasmy, zejména z intaktni{ citrdtové lidské krevni plasmy za pouzit{ obecn&
zndmych postupd a materidlt jako je sloupcovéd chromatografie na sorbentech typu dietylami-
noetylderivdtl polysacharidd nebo na bdzi hydroxyalkyImetakryldtového nebo glykolmetakryld-
tového gelu v zaf{zenich prostych elektrického ndboje pro kencentrst prekallikreinu a na
sorbentech typu karboxymetylderivdtd s vyuZitim eluce, odsoleni a preteclyzy pro koncen-
trdt fragmentu Hagemanova faktoru, vyznadujici se tim, Ze se vychozi surovina s pfisadou
ldtky neutralizujici negativni elektrické niboje, napifklad hexadimethrinbromidu, pfedem
ekvilibrovand pufrem s hodnotou pH 6,3 aZ 8,0 o molarit® 0,0175 aZ 0,1, uv4di v prostoru
prostém povrchavého elekirického ndboje, za stdlého pohybu ve styk s anexem, zejména na
bazi dietylaminoetylderivétﬁ polysacharidli, napfiklad dextranu nebo celulozy,. nebo na b4~
zi hydroxyalkylmetakryldtového nebo glykolmetakryldtového gelu, pfedem promytym ekvilibrag-
nim pufrem, po ukongené sorpci se roztok nesorbovanych bilkevin, obsshujfci koncentrat
prekallikreinu oddéli, napfiklad filtraci, a to op&t v prostoru prostém povrchového elek-
trického ndboje, potom se podil bilkovin, sorbovany na anexu a obsahujici prekursor frag-
mentu Hagemanova faktoru, uvolni eluci pufrem s hodnotou pH ekvilibra&niho pufru a s obsa-
hem chloridu sodného 1,0 aZ 2,0 mol/l, ziskany eludt se odsoli, nap¥iklad dialyzou a podro-
bi proteolyze, napfiklad kallikreinem a uvolnény fragment Hagemanova faktoru se izoluje na
katexu, napfiklad na bdzi karboxymetylderivdtu dextranu nebo celulesy, po ekvilibraci elus-
tu i katexu pufrem s hodnotou pH 5,5 a? 6,0, eluci solnym gradientem, napfiklad v koncen-
traci od 0 do 1,0 mol/l chloridu sodnéha, '
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