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Zplsob pFipravy protinddorové latky roz-
kladem buné&k bakterii pat¥icich do skupi-
ny hemolytickych streptokoklt spodivajici
ve fyzikdlnim rozruSeni uvedenych bunék,
ziskdani ve vod& nerozpustné latky na béazi
stén uvedenych bungk, na kterou se ve for-
mé& vodné suspenze plsobi deoxyribonukle-
dzou a ribonukledzou za podminek do-
stateCnych k dplnému rozkladu kyseliny
nukleové a déle se plsobi prondzou, chymo-
tripsinem a pepsinem v intenzité a za pod-
minek dostateCnych k rozkladu proteinu.

Protinddorova latka je nejen tepelné& sta-
bilni, ale také md nepatrné zandtlivé vlast-
nosti zplsobujici bolest a nizkou pyrogenni
adinnost.
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Vynélez se tykd zplisobu pFipravy proti-
nddorové latky rozkladem bunék bakterii
patiicich do skupiny hemolytickych strep-
tokokd.

Bylo zjiSt&no, Ze Zijici builky bakterii pa-
tF¥icich do hemolytickych streptokokili ma-
ji uréitou téinnost proti rakoving.

AvSak, protoZe je u&innost velice nestd-
14, bylo u¢inéno mnoho pokusd zvysit jeji
stabilitu. Japonské patenty &. 6699/68, a €.
8871/70, 2034/71 a 2674/71 uvadé&ji rfzné
schiidné metody, kde Zijici butiky bakterii
se suspenduji ve fyziologickém roztoku ob-
sahujicim antibiotikum, jako penicilin, ce-
falosporin, cykloserin nebo podobnég, zahfi-
vaji se pfi teplot& v rozmezi 37 aZ 45°C a
po pfiddni vhodného stabilizdtoru k suspen-
zi se lyofilizuji a ziskd se suchy pripravek.

Adkoliv tyto pFipravky projevuji protiné-
dorovou uéinnost, maji nedostatek pro far-
macetiticku piipravu v tom, Ze zphsobuji
bolest na misté, kde se poddvaji pacientovi,
maji zdnétlivé vlastnosti a vyvolavaji u pa-
cienta po podéani pfechodnou horecku.

Na druhé strang byly studovany r{izné
metody extrakce protinddorovych latek z
bunék bakterii patficich do hemolytickych
streptokokii. Japonsky patent ¢islo 1647/63
uvadi zptisob, ktery zahrnuje rozruseni bu-
nék, aby se ziskala latka plovouci na po-
vrchu, pfriddni organického rozpoustédla a
shromdZdéni vysrdZené antibiotické latky.
Déle uverejiiuje japonsky patent ¢. 43841/73
zplsob, ktery zahrnuje rozruseni nebo roz-
klad bungk, aby se ziskala latka plovouci
na povrchu a shromdzdéni G€inné latky ja-
ko frakce obsahujici 50 aZ 80 % nasycené-
ho roztoku siranu amonného. Tyto protind-
dorové latky ziskané z ve vodé& rozpustnych
frakci jsou hlavné& tvofeny proteiny a jsou
velice nestabilni vQféi teplu a maji znatné
niz8i protinddorovou u&innost neZ piiprav-
ky obsahujici buiiky. Kromé& toho maji znac-
né zanétlivé vlastnosti a relativné vétsi
moZnost vyvolat pfi podavani pacientovi ho-
redku nebo bolest.

Také je znadma z japonského patentu ¢.
6090/74 metoda, ktera zahrnuje Gfinek roz-
loZzeného enzymu na butiky bakterii patii-
cich do hemolytickych streptokokfi a zis-
kani Gfinné latky ve vodé nerozpustné z
rozkladného roztoku. Tento typ latky za-
hrnuje hlavn& protoplasmickou membranu
bunék a nemd v podstaté zénétlivé vlast-
nosti, pyrogenni t&innost a vlastnosti zpi-
sobujici bolest. Av8ak tato ldtka s protind-
dorovym ufinkem je nestabilni vicéi teplu.

B8hem vyzkumu bylo zjiSténo, Ze latky,
které se ziskaly fyzikdlnim rozruSenim bu-
n&k bakterii pat¥icich do skupiny hemoly-
tickych streptokokli k ziskdni ve vodé& ne-
rozpustné frakce obsahujici hlavné sloZky
stén bunék, na kterou se plisobilo nukled-
Zou nebo protedzou, maji nepatrné zanétli-
vé vlastnosti a vlastnosti zpisobujici bolest.

PF¥edmé&tem vyndlezu je proto zplisob pf¥i-
pravy protinddorové latky rozkladem bunék

patficich do skupiny hemolytickych strep-
tokokl, ktery se vyznatuje tim, Ze se uve-
dené buiiky bakteril fyzikdlnim zplisobem
rozrusi, ziskd se ve vodé nerozpustna lat-
ka na bédzi sloZek stén uvedenych bunék,
na kterou se ve formé& vodné suspenze pi-
sobi deoxyribonukledzou a ribonukledzou
za podminek dostateénych k tUplnému roz-
kladu kyseliny nukleové a dédle se plsobl
prondzou, chymotripsinem a pepsinem v
intenzité a za podminek dostatefnych k
rozkladu proteinu.

Na ve vodé nerozpustnou latku se plisobi
deoxyribonukledzou v koncentraci 0,01 aZ
0,25 mg/ml a ribonukledzou v koncentraci
0,001 aZ 0,015 mé&/ml p¥i teploté 25 aZ 39 °C
po dobu 2 aZ 5 hodin a potom prondzou E
v koncentraci 0,1 aZ 1,5 mg/ml, chymotry-
psinem v koncentraci 0,05 aZ 0,65 mg/ml a
pepsinem v koncentraci 0,0002 az 0,005 mg/
/mililitru p¥i teploté 25 aZ 39°C po dobu
2 aZ 24 hodiny.

Vyndlez bude detailnéji objasnén v nésle-
dujicim. Buiiky bakterii patiicich do hemo-
lytickych streptokokd jako Streptococcus
pyogenes Su kmen, Streptococcus pyogenes
C 203 S kmen, Streptococcus pyogenes S-43
kmen Streptococcus pyogenes Blackmore
kmen nebo Streptococcus equisimilis, které
se ziskaji kultivaci, se suspenduji ve vhod-
ném solném roztoku, jako fyziologickém
roztoku nebo podobné, nebo v destilované
vodég, a rozruSi se fyzikdlnim zptisobem, na-
priklad pouZitim sonikédtoru buiikového ho-
mogenizdtoru nebo podobné&, nebo rozmél-
nénim za p¥itomnosti praskovitého kyslic-
niku hlinitého ve hmoZdifi. Suspenze roz-
ruSenych bunék se odstiedi nejprve pfi niz-
ké rychlosti otd€eni, aby se odstranily ne-
rozruSené buiiky jako sraZenina a potom
latka plovouci na povrchu se opé&t odstiedi
pfi vysoké rychlosti otdfeni. Ziskand sraZe-
nina se potom odstrani a promyje vhodnym
solnym roztokem nebo destilovanou vodou
a plsobi se protedzou, jako proteinazou,
trypsinem, pepsinem, nagarsou nebo podob-
né a opét se promyje vhodnym solnym roz-
tokem nebo destilovanou vodou. Takto zis-
kany materidl obsahuje slozky st&n bungk,
které se mohou pouZit jako protinadorovy
pfipravek suspendovdnim ve vhodném pro-
stfedi. Materidl se v8ak musi Cistit pomoci
deoxyribonukledzy a ribonukledzy a popfi-
padé& se dédle &isti metodou gradientu hus-
toty sacharézy.

Plsobeni nukledzou nebo protedzou po-
dle vynalezu se vfhodng provadi za optimél-
nich podminek pro pouZity specificky en-
zym. Napfiklad se suspenduje substrat a
enzym ve vhodném pufru, jako fosfatu ne-
bo smési glycin-kyselina chlorovodikova,
aby se pH upravilo na optimdlni hodnotu
pro enzym a zah¥iva se asi pii 37 °C po do-
bu v rozmezi n&kolika hodin aZ né&kolika
desitek hodin. Protinddorovéd latky se zis-
k& jako smés peptidi.
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Protinddorovd latka ziskand zplisobem
podle vynalezu, napiiklad podle zpidsobu
popsaného v ptrikladu 1, je Sed& bily pra-
Sek a podle elementdrni analyzy ma nasle-
dujici sloZeni:

7,31 % N, 42,97 % C, 5,64 % H.

Vzorek podle vyndlezu se suspenduje ve
fyziologickém roztoku p¥i koncentraci 30
miligramii na mililitr a stanovi se ultrafia-
lové spekirum. Vysledky jsou uvedeny jako
graf na obr. 1, kde na svislé ose je uvede-
na absorpce a na vodorovné ose vlnova dél-
ka { vnm).

Na obr. 2 je uveden graf zndzorfiujici in-
fracdervené absorpéni spektrum za pouZiti
2 mg vzorku podle vyndlezu a KBr tablet.
Na svislé ose je uvedend propustnost (v
%) a na vodorovné ose vlnova délka (na-
hote v um a dole v cm™1).

Latka je proteinem kombinovanym s po-
lysacharidy obsahujicimi rhamnoézu, hexos-
amin a dalgi. Vysledky analyzy chemické-
ho sloZeni jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1

SloZka ' Obsah* (%)
rhamno6za 33,3
hexosamin 12,7
protein 16,7
celkové lipidy 0,2
RNA 0
DNA 0

*Obsah rhamnézy byl stanoven Cibbono-
vou metodou, hexosamin metodou Elson-

Typ pfipravku
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-Morgan, protein Lauryho metodou, celko-
vé lipidy metodou zahrnujici extrakci smeé-
si chloroform-methanol (3:1) a zvaZeni su-
chého extraktu, RNA reakci orcinu a DNA
reakci indolu.

Ac¢koliv je protinddorova latka podle vy-
nélezu stabilni vadi teplu a miZe se skla-
dovat po dlouhou dobu ve formé suspenze,
mitZe se na rozdil od pFipravkdl obsahuji-
cich buiiky hemolytickych streptokokil sus-
pendovat ve vhodném prostfedi a potom lyo-
filizovat.

Vynélez bude déle objasn&n v ndsleduji-
ci pokusech a pfrikladech, aniZ by omezo-
val rozsah vynalezu.

P O k u S 1 ey w A ey
180 nédorovych bun&k Sarcoma se sub-
kutanné naockuje do tfiselné oblasti sa-
metka mys$i ICR (4 tydny starého) v mnoZ-
stvi 3 X 106 buné&k na mys. Dvacet ¢ty¥i ho-
diny po naotkovani se kaZdé mySi vpich-
ne kazdy den po 4 dny subkutdnné do bfi-
cha injekce protinddorového pfipravku po-
dle vynélezu, pfipravek podle vyndlezu, kte-
ry se zah¥ival 30 minut p¥i 90 °C nebo pfi-
pravek ozna¢eny jako OK-432, byl pozitivni
kontrola. Pripravek OK-432 byl pfipraven
pisobenim penicilinu na buiiky Streptococ-
cus pyogenes Su kmen a lyofilizaci; 14 dni
po naofkovani nddorovych bungk byl vy-
rostly nddor kaZdé mysi vyFiznut a zvaZen.
jako kontrola se pouZil misto vySe uvede-
ného pfipravku fyziologicky roztok.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2

Dédvka ug/my$ PoCet zkouSengch Primérnd hmot- Potlateni (%)
(hlav) zviFat

nost nadoru

(mg)
Piipravek podle
pfikladu 1 3,6 10 567 47,3
Pripravek podle
prikladu 2 3,2 10 613 43,1
Pripravek podle
pfikladu 3 3,0 10 658 38,9
P¥ipravek podle
pfikladu 4 2,7 10 635 41,0
P¥ipravek podle
prikladu 1 zah¥iva-
ny 30 minut pfi
90 °C 3,6 10 600 442
0OK-432 50,0 554 48,5
Fyziologicky roztok — 1076 —_

*Dévka kazdého pripravku odpovidd mnoZstvi piipravenému z 50 ug suchvch%w

buné&k.
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Jak jasn& vyplyvé z tabulky 2, byla pro-
tinddorovd ufinnost piipravki podle vyna-
lezu v&tSinou ekvivalentnf Géinnosti pF¥iprav-
ku OK-432 a p¥ipravek podle vyndlezu byl
stabilni vici teplu.

Pokus 2

Néddorové buriky mastocytoma P-815 se
subkutdnné naotkuji do tiiselné oblasti sa-
mecka my$i BDF1 (5 t§dnd starého, 10 mysi
na zkuSebni skupinu) v mnoZstvi 2,5 X 10¢

8

bun&k na mys. Dvacetdty¥i hodiny po na-
otkovéni se kaZdé mysi kazdy den po 4
dny podéa intravenézn& protinddorovy p¥i-
pravek ziskany podle p¥ikladu 1 nebo p¥i-
pravek OK-432 jako pozitivni kontrola. By-
la méFena rozmérovd zména nadoru nad
kidZi s priib&hem &asu a zaznamendvana v
terminech nejdelsi primé&r x nejkrat3i pri-
mér. Jako kontrola se pouZil misto p¥iprav-
ku fyziologicky roztok.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3
. Typ pFipravku Dévka Rozmér nadoru
(ug/mys) 15 dni po 23 dni po
Priimér 4  Potlageni (%) Pramér Potlageni (%)
-+ 8. E. +S.E.

P¥ipravek po- 14,4¢ 40437 41 6,91+5,1 44
dle pfikladul 7,2 4,4+ 25 35 4,7 F 4,1 61
OK-432 100 X 2,625 62 5,0 + 3,3 59
Fyziologicky ! e

roztok — 12,3427 —_

*Dévka odpovidd mnoZstvi p¥ipravenému z 200 ug suchych bunik
**Davka odpovidd mnoZstvi pFipravenému z 100 ug suchych bunék

***S. E.: standardni chyby

Z udajt v tabulce 3 je jasné, Ze pripra-
vek ziskany v prikladu 1 také projevuje po-
zoruhodnou protinddorovou uéinuost pro-
ti nddoru P-815.

}

;Pokus 3

V tomto pokuse byl potvrzen silny G&i-
nek protinddorového pripravku podle vy-
nalezu pro zesilené vyvoldni imunity proti
leukémii zpdsobené buiitkami L 1210 u my-
8i. Suspenze bun&k I 1210 (6 X 107 bung&k/
/mililitr) se smichd s ekvivalentnim obje-
mem 8 mM roztoku jodoacetatu sodného a
nechd se stat 20 minut p¥i 37 °C, aby se zis-
kaly upravené buiiky (oznafeno IA-I, 1210).
Samitky my3$i BDF1 (8 tydnil staré) se roz-

deli do skupin po 5 &lenech a subkutdnné
se vpichne injekce bunék IA-L 1210 v mnoZ-
stvi 5 X 10% na my¥ (prvni sensibilace} a
10 dni po prvni sensibilaci se injekce opa-
kuje (dal3i sensibilace). Pokusnym mySim
se podd subkutdnné dvakrédt ve stejnou do-
bu jako prvni a dal3i sensibilace pripravek
podle vynélezu nebo OK-432 jako pozitivni
kontrola. P&t dni po dalsi sensibilace se po-
kusnym mySim subkutdnn& naockuji pii-
rodni buiiky 1210 v mnoZstvi 104 bunék/my3
a pozoruje se procento pieZitych.

Jako kontrola se podéd jedné skuping my-
81 pouze IA-L 1210 a druhd skupina mysi
se nesensibiluje.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4
Sensibilace Typ pFipravku Primér preZitych ILS* (%) Po&et preZitych
(dvakrat) (Celkova davka dni zvifat 40 dni po
mgfhlava X 2) naotkovéani L 1210
Pfipravek podle
pfikladu 1 (7,2) 38,8 62 4
IA-L 1210 Pfipravek podle
pFikladu 1 (7,2) 37,4 56 4
0K-432 (100) 37,6 57 4
— 25,4 6 1

24,0
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% ILT = ~—C x 100
C
T = Primé&r pieZitych dni pro skupinu
1é6enych mysi
C = Primér pfeZitych dni pro skupinu

nelééenych mysi
Pokus 4

Protinddorovy piipravek ziskany podle
vyndlezu pozoruhodné sniZuje vlastnosti
vyvolavajici bolest a zan&t ve srovndni s
0OK-432.

My$im sameCk@im ICR (5 tydnd starym,
deset myS$i na skupinu) se intraperitonedlng
poda piipravek podle vynélezu v davce 25
ug na myS. Béhem 60 minut po poddni se
nepozoruje Zadny abnorméaini pohyb. Na-
opak projevuji mysi, kterym byl podan pii-

Typ pripravku
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pravek OK-432 v dédvce 100 mg/my$ na z&-
kladé hmotnosti suchych bunék, rfiznou
hranici tak zvaného krouticiho se syndro-
mu, zejména krouceni téla nebo napinédni
zadnich nohoun, zpfisobeny vyvolanim bo-
lesti.

Na druhé strané se pichne intrakutan-
né, mySim sameCkim ICR (5 tydnl starym;
5 my3i na skupinu) do hibetu injekce pro-
tinddorového pFipravku podle vyndlezu v
ddvce 25 ug/my$ nebo pFipravku OK-432 v
ddvce 100 pg/mys na zdklad& hmotnosti su-
chych bunék a 3 hodiny po injekci se intra-
venozné vpichne do ocasu 0,5% Evansova
modrého roztoku. TFicet minut po injekci
barviva se mysi usmrti, kliZe injikované Céas-
ti na hibeté se sloupne a pozoruje se vyte-
kani barviva z této Casti. Vysledky jsou u-
vedeny v tabulce 5.

Tabulka 5

Davka {ug/hlava)

Zvitata s vytékanim barviva
(hlava}
Celkovy pofet pokusnych
zvifat (hlava)

Piipravek podle pfikladu 1
Pripravek podle prikladu 2
Pripravek podle p¥ikladu 3
Pripravek podle prikladu 4
0OK-432

Jak vyplyva z tabulky 5 je vytékani barvi-
va u mysi, kterym byl podan pripravek OK-
-432 pozitivni, zatimco se u myS$i, kterym
byl podén protinddorovy piipravek podle
vyndlezu, nepozoruje vytékani barviva. Ty-
to vysledky potvrzuji slaby zénétlivy uaci-
nek prfipravku podle vyndlezu.

Pfiklad 1

Streptococcus pyogenes Su-kmen/ATCC
21060) se naotkuje do bujénového prostre-
di (1500 ml) a kultivuje se 20 hodin. Cela
#ivnd ptda se potom ofkuje v 3% kvasnié-
ném extraktu (30 1} a staticky se kultivuje
20 hodin pii 37 °C; 3% kvasnitny extrakt se
pFipravil rozpudténim kvasnitného extraktu
ve vodé&, upraveném pH vodnym roztokem
hydroxidu sodného na 7,4, zahfivdnim roz-
toku po dobu jedné hodiny p¥i 100°C a po
ochlazeni odstran&nim sraZeniny filtraci a
sterilizaci filtrdtu péarou p¥i 120°C a tlaku
0,098 MPa po dobu 10 minut. Zivné prostie-
di se ochladi ledem a builky v Zivném pro-
sti‘edi se za chlazeni odstfedi, promyji dva-
krat studenym fyziologickym roztokem a
suspenduji se v BBM, jehoZ sloZeni je 675
mililitrd maltézy, 6 ml 20% vodného roz-
toku KH2PO4 majiciho pH 6,9 aZz 7,0 upra-
vené hydroxidem sodnym, 12 ml 2% vod-
ného roztoku MgS0O4.7H20 a 66 ml desti-
lované vody. Suspenze se smichd s 180 g

jemnych sklen&nych €4stic o priméru 0,1

0/5
0/5
0/5
0/5
5/5

g g

mililitru a po rozd&leni na 6 alikvotnich
gasti se kazd4a alikvotni fast smé&si homoge-

. nizuje v buitkovém homogenizatoru asi pii

4000 otadkach za minutu po dobu 5 minut,
aby se rozruSily bunky. Vyslednd suspenze
se dekantuje, aby se odstranila vétSina skle-
nénych éastic a odstfeduje se 10 minut pii
1500 otd¢kach za minutu, aby se odstranily
sklen&né &éastice a nerozruSené buiiky. Léat-
ka plovouci na povrchu se opét 30 minut
odstfeduje pfi 13 000 otdckach za minutu
a sraZenina se odstrani, promyje dvakréat
studenym fyziologickym roztokem a suspen-
duje se v 300 ml 50 mM fosfatového pufru
(pH 7,0). Suspenze se zah¥iva 15 minut p¥i
95°C a po ochlazeni se odstfeduje 10 mi-
nut pfi 1000 otafkéch za minutu. Latka plo-
vouci na povrchu se opé&t 30 minut odstfe-
duje piri 13000 otd¢kach za minutu a vy-
slednd sraZenina se suspenduje v 300 ml
50 mM fosfatového pufru. K suspenzi se
piida 15 mg deoxyribonukledzy (820 Knits-
-jednotek/mg)] a 3 mg ribonukledzy (67
Knits-jednotek/mg) a smés se inkubuje 2
hodiny pfi 37 °C. Potom se smés odstieduje
30 minut pfi 13000 ctdtkdch za minutu a
vyslednd sraZenina se shromézdi, suspen-
duje ve 300 ml 50 mM fosfdtového puifru
(pH 7,0) a po pfiddni 90 mg pronédzy -E se
inkubuje 24 hodiny pfi 37 °C.

Reak&ni smés se 30 minut odstfeduje p¥i
13 000 ot4ckdch za minutu a sraZenina se



235078

11

suspenduje v 300 ml 50 mM fosfdtového
pufru (pH 7,0) a po pfiddni 39 mg Kkrysta-
lického chymotrypsinu se inkubuje 2 hodi-
ny pfi 37°C. Smés se odstFeduje, 30 minut
pri 13000 otdafkdch za minutu. SraZenina
se odstrani, suspenduje v 300 ml 0,2 M gly-
cin-HCI pufru (pH 2,0) a po pfidani 30 mg
pepsinu se inkubuje 2 hodiny p#i 37 °C. Smés
se odstreduje 30 minut pii 13 000 otatkach
za minutu. Vyslednd sraZenina se suspendu-
je ve 28 ml 5 mM fosfatového pufru. Vrst-
vy sacharézy vodnych roztokd (kazda 4 ml),
které maiji rozdilnou hustotu 1,30, 1,25, 1,15
nebo 1,10, se umisti do odstiedivkové zku-
mavky o objemu 40 ml ode dna k vrcholku
a potom se umisti 4 ml vrstvy vySe piipra-
vené suspenze na vrcholek vrstev sacharé-
zovych roztok@i. Po 70minutovém odstFed&-
ni pfi 3000 otdckach za minutu se stFedni
vrstvy odstrani pipetou a odstfeduji 30 mi-
nut pri 13000 otdfkach za minutu. SraZe-
nina (0,63 g jako suchy zdklad) se shro-
m4Zzdi a promyje dvakrat odstFfedénim s
50 mM fosfdtovym pufrem (pH 7,0), potom
se suspenduje ve 100 ml 50 mM fosfatové-
ho pufru (pH 7,0) a ziskd se protinddoro-
vy pfipravek.

P¥iklad 2
Opakuje se priklad 1 s rozdilem, Ze se po-

uZije Streptococcus pyogenes C 203 S kmen
[ATCC 821546) misto Su kmene a ziska se
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protinddorovy pFipravek (0,56 g jako su-
chy zédklad).

Priklad 3

Opakuje se piiklad 1 s rozdilem, Ze se
pouZije Streptococcus pyogenes S-43 kimen
(ATCC 21547} misto Su kmene a ziskd se
protinddorovy pripravek (0,53 g jako su-
chy zédklad).

Priklad 4

Opakuje se ptiklad 1 s rozdilem, Ze se
pouZije Streptococcus pyogenes Blackmo-
re kmen (ATCC 21548) misto Su kmene a
ziskd se protinddorovy piipravek (0,47 g
jako suchy zdklad).

Pr¥iklad 5

Opakuje se pfiklad 1 s rozdilem, Ze se
pouZije Streptococcus equisimilis (uloZeny
s ATCC pod skupinou C Streptococcus sp.
ATCC 21597) misto Su kmene a ziskd se
protinddorovy pFipravek (0,54 g jako su-
chy zédklad).

Pro dplnou specifikaci protinddorové lat-
ky jsou v nésledujicim uvedeny pro piikla-
dy 1 aZ 5 vysledky aminokyselinové ana-
lyzy a analyzy dal$ich sloZek.

I — Aminokyselinovd analyza, vysledky
jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1
moly/mg stén bunék (%)
asparagin 8,6 0,03
threonin 7,3 0,03
serin 14,3 0,05
kyselina muramova 117,8 0,43
kyselina glutamové 273,4 1,00
glycin 24,2 0,09
alanin 1095,2 4,01
valin 12,9 0,05
- methionin —
isoleucin 7,5 0,03
leucin 12,1 0,04
tyrosin — —
glukosamin 579,6 2,12
galaktosamin — —
ornithin 7,5 0,03
lysin 299,2 1,09
NHz 1031,7 3,77
histidin 8,2 0,03
arginin 8,3 0,03
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II. Analyza dalSich sloZek

Metody kvantitativni analyzy nasleduji-
~ cich sloZek jsou uvedeny niZe.

1. Obsah proteinu:
Obsah proteinu byl stanoven metodou
podle Loweryho a dal3ich.

2. Obsah celkového hexosaminu:

Vzorek se hydrolyzoval ve 3 N HCI po
dobu 4 hedin ve vrouci vodni lédzni a cel-
kové mnoZstvi herxosaminu se stanovilo me-
todou podle ,Protein, Nucleic Acid, Enzy-
me", sv. 14, ¢. 11 (1969) uvefejnéno v Ja-
ponsku str. 1015 aZ 1016,

3. Obsah fosforu:

Vzorek se preménil v popel plisobenim
kyseliny sirové a kyseliny chloristé, podre-
bil se barevnému vyvcidni za pouZiti mo-
lybdenanu amonného a kyseliny askorbové
a potom se provedlo stanoveni (Lowry a
dalsi, J. B. C. sv. 207, str. 1 aZ 17 /1954/}.
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4. Obsah glycerinu a rhamnozy:
Analyza se provedla metodou zaloZe-
nou na Alditolové metodé& plynové chroma-
tografie cukru {Koso Seikagaku Jikken-ho/

/zdkladni biochemické pokusy/) &. 5, vydal
Maruzen Co., Ltd., Japonsko, hl. 4.3 — po-
lysacharidy.

Vzorek se hydrolyzoval ve 2 N HCl pf#i
100°C po dobu jedné hodiny, suSil se za
sniZzeného tlaku a redukoval se pfes noc
pemoci NaBH: Potom se piebytek NaBH:
rozloZil Kyselinou octovou a cdpafil se za
sniZeného tlaku do sucha. Zbytek se roz-
pustil v methanoelu a destiloval se pro od-
stranéni kyseliny borité. Tato destilace se
opakovala nékolikrdt. Petom se pFidal ke
zbytku pyridin a acetanhydrid (1:1) a sm8s
se zabfivala za ufelem acetylace 1,5 hodi-
ny pii 100°C a odpafila se za sniZeného
tlaku do sucha. Zbytek se rozpustil v pre-
dem stanoveném objemu chloroformn a ana-
lyzoval se chromatografii plyn — kapalina.

Vysledky kaZdé analyzy jsou uvedeny v
tabulce 2.

Tabulka 2
Protein (ug/ Celkovy he-  glycerin fosfor rhamnoéza
/ml bunék) xosamin {moly/mg (moly/mg (pg/mg (moly/mg ~ (ug/mg

(moly/mg stén bungk) stén bunék) stén bunék) stén bunék]) stdn bungk)

stén bunék)

391,1 888,7 24,8
298,7 536,5 10,3
73,7 1316,5 6,8

250,5 776 6287 103,1
111,7 3,46 4482 73.5
234.6 7.07 723.8 118,7

PREDMET VYNALEZU

1. Zplsobh pfripravy protinddorové latky
rozkladem bunék bakterii patficich do sku-
piny hemolytickych streptokokd, vyznace-
ny tim, Ze se uvedené buniky bakterii fyzi-
kdlnim zpisobem rozrusi, ziska se ve vodé
nerozpustnd létka na bézi sloZek stén uve-
~denych bunék, na kterou se ve formé vodné
suspenze phsobi deoxyribonukledzou a ri-
bonukledzou za podminek dostatetnych k
uplnému rozkladu kyseliny nukleové a da-
le se plisobi prondzou, chymotirypsinem a
pepsinem v intenzité a za podminek dosta-
te€nych k rozkladu proteinu.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznafeny tim,
Ze se na ve vodé nerozpustnou latku piliso-
bi deoxyriponukledzou v koncentraci 0,01
aZ 0,25 mg/ml a ribonukledzou v koncentra-
ci 0,001 az 0,015 mg/m! pii teplot& 25 a%
39°C po dobu 2 aZ 5 hodin a potom prond-
zou E v koncentraci 0,1 aZ 1,5 mg/ml, chy-
motrypsinem v koncentraci 0,05 aZ 0,65 mg/
/mililitru a pepsinem v koncentraci 0,0002
aZz 0,005 mg/m! p¥i teplotd 25 a% 39°C po
dobu 2 aZ 24 hodiny.

2 listy vykresii
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