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69 Verfahren zur Abtrennung der Isoenzyme von Kreatinkinase aus einem Gemisch davon und Vorrichtung
zur Ausfiihrung des Verfahrens.

Zur Abtrennung der Isoenzyme von Kreaktinkinase

aus einem Gemisch der Isoenzyme wird das Gemisch
mit einem Bett gemischter Harze in Kontakt gebracht,
worauf anschliessend zuerst das MB-Kreatinkinaseisoen-
zym eluiert wird.

Das in der Vorrichtung zur Ausfihrung des Verfah-
rens vorliegende Harzgemisch enthilt Kationenaustau-
scherharze zu Anionenaustauscherharze im Volumen-Ver-
héltnis von 5:1 bis 10:1.




640267

PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Abtrennung der Isoenzyme von Kre-
atinkinase aus einem Gemisch der Isoenzyme durch Kontakt
des Gemischs mit einem Ionenaustauscherharz und selekti-
ves Eluieren der Isoenzyme von dem Harz, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man das Gemisch mit einem Bett gemischter
Harze in Kontakt bringt und zuerst das MB-Kreatinkinase-
isoenzym eluiert.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Bett aus gemischten Harzen ein Gemisch eines
schwach basischen Anionenaustauscherharzes und eines -
schwach sauren Ketionenaustauscherharzes einsetzt.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Anionenaustauscherharz ein Difthylamino-
sthyl-substituiertes quervernetztes Dextran und als Katio-
nenaustauscherharz ein Acrylpolymergitter, das durch eine
saure funktionelle Gruppe substituiert ist, einsetzt.

4, Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man ein Verhiltnis von Kationenaustauscherharz zu
Anionenaustauscherharz von 5:1 bis 10:1 einsetzt.

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich-
net, dass man ein Verhiltnis von Kationenaustauscherharz
zu Anionenaustauscherharz von etwa 6:1 einsetzt.

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet,
dass man das Bett aus dem gemischten Harz auf einen pH-
Wert von 6,0 bis 6,4 puffert.

7. Vorrichtung zur Ausfithrung des Verfahrens geméss
Patentanspruch 1, gekennzeichnet durch ein Bett gemischter
Harze in einem Behilter.

8. Vorrichtung gemiss Patentanspruch 7, in dem das
Harzgemisch in einer Pufferlgsung in eine Saule gepackt ist.
9. Vorrichtung gemiss Patentanspruch 8, in dem das

Bett aus gemischtemn Harz ein Gemisch aus einem Didthyl-
aminoithylsubstituierten quervernetzten Dextran-Anionen-
austauscherharz und einem Kationenaustauscherharz mit
einem Acrylpolymergitter, substituiert durch eine saure funk-
tionelle Gruppe ist. worin das Valumen-Verhiltnis von Ka-
tionenaustauscherharz zu Anionenaustauscherharz 5:1 bis
10:1 betrigt.

10. Vorrichtung gemiss Patentanspruch 9, in dem das
Volumen-Verhiltnis von Kationenaustauscherharz zu Anio-
nenaustauscherharz etwa 6:1 betriigt und der pH-Wert des
Puffers 6,0 bis 6,4 betrigt.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Abtrennung
der Isoenzyme von Kreatinkinase aus einem Gemisch dieser
Tsoenzyme. Kreatinkinase, die in manchen Literaturstellen
auch als Kreatinphosphokinase bezeichnet wird, wird abge-
kiirzt zu CK. Es gibt drei bekannte CK-Isoenzyme, wobei
das MM vorwiegend in dem Skelettmuskelgewebe, das BB
vorwiegend im Gewebe des Gehirns und das MB vorwiegend
im Herzgewebe gefunden werden. Die Anwesenheit erhdhter
CK-MB Gehalte im Serum zeigt einen Myocardinfarkt an.

Es gibt verschiedene Methoden zur Trennung der CK-
Isoenzyme, einschliesslich der Elektrophoresen, wie sie in
American Journal of Cardiology 33, Seite 650 (1974) be-
schrieben werden und der Tonenaustauscher-Chromatogra-
phie, die in Clinical Chemistry 20, Seite 36 (1974) beschrie-
ben wird. Einige Forscher haben die Anwendung eines han-
delsiiblichen Anionenaustauscherharzes mit Diithylamino-
4thyl-Substituenten, DEAE Sephadex, fiir die Trennung
durch Tonenaustauscher-Chromatographie vorgeschlagen;
Clin. Chem. Acta, 38, Seiten 285-90 (1972); Clin. Chem. 21,
Seite 1088 (1975). Andere haben empfohlen, diese Verfah-
renweise zu modifizieren durch Anwendung von DEAE Cel-
lulose, Clin. Chem. 21, Seite 392 (1975), DEAE Glasperlen,

Clin. Chem. 21, Seite 844, (1975) und eines anderen han-
delsiiblichen Harzes, eines starken Anionenaustauschers, dem
Handelsprodukt AG MP-1 der Bio-Rad Laboratories, Clin.
Chem. 22, Seite 92 (1976). Bei allen diesen chromatographi-

5 schen Verfahren handelt es sich bei dem zuerst zu eluieren-
den Isoenzym um das allgemein vorwiegende CK-MM. Bei
diesem handelt es sich gewdhnlich nicht um das Isoenzym,
an dem das Hauptinteresse besteht. So erfordern diese Me-
thoden einen zusitzlichen Zeitaufwand und eine zusétzliche

10 Stufe zur Isolierung des CK-MB.

Durch die Erfindung wird ein Verfahren zum Eluieren
von CK-MB als erste Fraktion aus einem Ionenaustauscher-
harzbett bereitgestellt, wodurch die Analyse beschleunigt und
vereinfacht wird und die CK-MB-Analyse leichter automati-

15 siert werden kann.

Das erfindungsgemisse Verfahren zur Abtrennung der
Isoenzyme von Kreatinkinase aus einem Gemisch der Iso-
enzyme ist im vorangehenden Patentanspruch 1 charakteri-
siert.

20  Es ist ersichtlich, dass die Wahl eines Harzgemisches so-
wie der verschiedenen Elutionsparameter, wie dem pH-Wert,
der Grosse des Harzbetts und der Probe, der Elutionsge-
schwindigkeit und dergleichen miteinander in Beziehung
stehen. In der folgenden Beschreibung bevorzugter Aus-

25 fiihrungsformen werden spezielle Harze und Bedingungen
aufgefiihrt. Bei diesen Parametern handelt es sich um be-
vorzugte Parameter, jedoch werden hierdurch nicht andere
Kombinationen von Harzen oder Harzgemischen und Elu-
tionsparametern aus dem Rahmen der vorliegenden Erfin-

30 dung ausgeschlossen. Ist einmal ein spezielles gemischtes
Harzbett gewihlt, so kann die Bestimmung der optimalen
Elutionsparameter leicht vom Fachmann vorgenommen wer-
den.

Das erfindungsgemiiss bevorzugte Bett aus gemischtem

35 Harz stellt ein Gemisch aus einem DEAE-substituierten
quervernetzten Dextran-Anionenaustauscherharz und einem
Kationenaustauscherharz dar, in dem ein Acrylpolymergit-
ter mit einer sauren funktionellen Gruppe substituiert ist.
Derartige Harze sind im Handel erhéltlich, wobei das Anio-

40 nenaustauscherharz unter dem Namen DEAE «Sephadex»
A-25 und das Kationenaustauscherharz unter dem Namen
«Bio-rex 70» vertrieben werden. Bevorzugt ist ein Verhilt-
nis von 5 bis 10 abgesetzten Bettvolumina des Kationen-
austauscherharzes pro abgesetztes Bettvolumen des Anio-

45 nenaustauscherharzes, wobei ein Volumenverhiltnis von
etwa 6:1 besonders bevorzugt ist.

Priiparatsitze bzw. Kits, die die vorstehenden Harzge-
mische enthalten, insbesondere Kits, in denen das Harz in
Siulen gepackt bzw. gefiillt ist, werden ebenfalls von der

so Erfindung umfasst. Bei der Anwendung werden die erfin-
dungsgemiissen gemischten Harze im allgemeinen in einen
Puffer eingetaucht. Der bevorzugte pH-Wertbereich fiir die
bevorzugten erfindungsgemissen Harze liegt bei etwa 6,0
bis etwa 6,4. Am unteren Ende dieses Bereiches werden

55 CK-MM und CK-BB leichter durch das Harz zuriickgehal-
ten. Am oberen Ende des pH-Wertbereiches wird CK-MB
leichter eluiert, jedoch tritt auch eine gewisse Elution von
CK-BB auf. Erhshte Ausbeuten an CK-MB und CK-BB
erhilt man aus der Siule, wenn die Grosse der Probe erhoht

60 wird.

Bei der bestmoglichen Durchfithrungsform fiir die Erfin-
dung wird das gemischte Harzbett wie folgt hergestellt.
DEAE-Sephadex A-25 wird in einem Puffer, vorzugsweise
Morpholinithylsulfonsiure, eingestellt auf den pH-Wert 6,0,

65 withrend 48 Stunden hydratisiert. Am Ende dieses Zeit-
raums wird der pH-Wert mit HCI wieder auf 6,0 eingestellt.
Bio-Rex 70 (Korngrésse 0,149-0.074 mm bzw. 100-200 mesh)
wird in dem gleichen Puffer vom pH-Wert 6,0 wihrend des



gleichen Zeitraums hydratisiert, worauf der pH-Wert erneut
mit Natriumhydroxid auf 6,0 eingestelit wird. Kleine Teil-
chen werden von beiden Harzen entfernt und ein abgesetzt-
tes Bettvolumen Sephadex wird zu 6 abgesetzten Bettvolu-
men Bio-Rex unter leichtem Riihren gefiigt. Man vermischt
weitere 15 Minuten vorsichtig und der pH-Wert wird auf
6,0 eingestellt. Schliesslich wird das Harzbett mit drei Bett-
volumina des Puffers, eingestellt auf den pH-Wert 6,0, ge-
waschen. Man belésst dass Harz eingetaucht in dem auf den
pH-Wert 6,0 eingestellten Puffer. Unter diesen Bedingun-
gen ist das zum Eluieren von CK-MB von der Siule ver-
wendete Eluiermittel entionisiertes Wasser.

Diese Bedingungen lassen sich bevorzugt der Trennungs-
verfahrensweise mittels einer Testpackung anpassen, die auf
einem automatischen klinischen Analysator, aca, (Handels-
produkt der E. I. du Pont de Nemours and Company) ver-
wendet wird.

Beispiel 1

Saulen in aca-Testpackungskopfen bzw. -Rohrverbindern
mit einem Volumen von 1,7 ml kénnen mit dem wie vorste-
hend beschrieben hergestelliten Gemisch von Bio-Rex 70 und
DEAE Sephadex A-25 gepackt bzw. gefiillt werden. Jede
Testpackung kann eine einzige Probe von 0,34 m! Volumen
aufnehmen, die auf die Harzsdule aufgespritzt wird. Die
Proben werden mit 2,0 ml entionisiertem Wasser in die
Reaktionskammer der Packung in einer Geschwindigkeit von
1,0 ml/Min. eluiert.

Die Anwesenheit von Kreatinkinase in dem Eluiermittel
bestimmt man durch Modifikation der UV-enzymatischen
Untersuchung, die von Oliver, I.T. Biochem J., 61, Seite
116 (1955) und Rosalki, S.B., J. Lab. Clin. Med., 69, Seite
696 (1967) beschrieben wird. Die Bildungsgeschwindigkeit
von NADH,, das bei 340 nm absorbiert, ist proportional zur
Konzentration der Kreatinkinase.

Die Methode von Oliver-Rosalki unterscheidet nicht zwi-
schen den CK-Isoenzymen, jedoch kann die Wirksamkeit der
chromatographischen Trennung der Isoenzyme wie folgt ge-
zeigt werden.

Die Gewinnung der drei CK-Isoenzyme kann durch Mes-
sung ihrer Einzelaktivitit vor und nach dem Eluieren durch
die Sdule mit dem gemischten Harzbett bestimmt werden.
Bei der Isoenzymquelle, die fiir diese Bestimmungen ver-
wendet wird, handelt es sich um menschliches Gewebe. Die
nachstehende Tabelle zeigt typische Isoenzymgewinnungen,
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unter Anwendung der vorstehend beschriebenen Siule mit
dem gemischten Harzbett.

TABELLE I

(Sdulenelution der CK-Isoenzyme)

CK-Isoenzym Aktivitit Aktivitdt Prozent
(in mensch- (IE bzw. IU/I)  (IE bzw. IU/l)  Gewin-
lichem ohne Siule mit Siule nung
Serum)
MM 134 1 <1%
MB 286 196 69 %
MM 197 2 1%
BB 785 361 46 %
Beispiel 2

Unter Verwendung des gleichen Gemischs der Ionenaus-
tauscherharze und der gleichen Siulengrosse mit einer Pro-
bengrosse von 0,20 ml und Eluieren der Siule mit 2,0 ml
entionisiertem Wasser in einer Geschwindigkeit von 0,5 ml/
Min. werden im wesentlichen das gesamte CK-MM und
CK-BB zuriickgehalten, wobei lediglich das CK-MB-Iso-
enzym gewonnen wird. Die Wirkung des pH-Wertes des
Harzes auf die Leistungsfihigkeit der Siule mit dem ge-
mischten Harzbett unter diesen Bedingungen wird in der fol-

genden Tabelle gezeigt:
TABELLE II
(Sdulenelution der CK-Isoenzyme)
CK-Isoenzym Aktivitdt (IE bzw. IU/1)
(in menschlichem  ohne mit Saule
Serum) Saule pH-Wert des Harzes der Saule
6,1 6,25 6,4
MM 107 0 2 84
MB 297 120 241 283
BB 124 0 13 95
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