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Vynédlez sa tyka spdsobu pripravy pro-
striedku pre viazanie protilatok, ureného
na diagn6zu systémového lupus erythemato-
sus, Riedi problém pripravy prostriedky,
ktory si zachovdva antigénne determinan-
ty potrebné mna viazanie protildtkami, LE-
-faktormi, zo sér chorych. Podstata vynaéle-
zu spotiva v autolyze a vibratnom Stiepeni
materidlu s hmotnostnym zlomkom bunko-
vych jadier vySS5im ako 0,5. Prostriedok sa
déa vyuZit v diagnostickom teste v lekarstve,
ale mbZe sa pouZit aj v biochémii a vSade
tam, kde je potrebny rozpustny deoxyribo-
nukleoprotein.
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Vynédlez sa tyka spdsobu pripravy pro-
striedku pre viazanie protilatok, ktory ije
urfeny najmé pre diagnézu systémového
lupus erythematosus.

DoterajSie testy pre diagndzu systémové-
ho lupus erythematosus vychadzaja z obia-
vu tzv. LE-bunkového fenoménu, resp. tes-
tu Hargraves M. M., Richmond H., Morton
R., Proc. Mayo Clin, 23, 25 a¥ 28, 1948; o
ftomto fenoméne sa dokazalo, ¥e v ilom ako
efektor a¢inkuju protilatky proti deoxyribo-
nukleoproteinu, pdvodne oznadené ako LE-
-faktory. Je znamy rad testov, ktoré iento
fakt zaZitkovali a najviac sa rozSirili aglu-
tinadné testy. Vatiinou v3ak tieto testy ne-
spitiajii ndroky praxe, najméd pokial ide o
citlivost. Aglutina¢né testy preferuju len
urdita ¢ast protildtok a byvaja pozitivne v
14 a7 86 % sér, podla koncentrdcie proti-
latok, ktoré tieto obsahuju Chapman J. C.,
Amer. J. med. Technol. 42, 154 a% 157, 1976.
V testoch, ktoré sit obchodne dostupné sa
pouZivaju latexcvé dastice, potiahnuté de-
oxyribonukleoproteinom: firemnd literatiira
Hyland, Lederle, Fisher.

Deoxyribonuklecprotein je zloZka chro-
matinu a na jeho pripravu sa vyuZiva jeho
nerozpustnost pri fyziclogickej ionovej si-
le, t. j. pri koncentracii NaCl 0,15 mol.
.dm~? a relativna rozpustnost alebo dis-
pergovatelnost pri nizkej alebo vy3Sej i6-
novej sile. Nedostatok tohoto Kklasického
postupu je tendencia deoxyribonukleopro-
teinu vytvdrat iréverzibilne nerozpusiny
g6l, a to uZ pri relativne nizkej koncentra-
cii, nad 0,8 g.dm~3 deoxyribonukleoprotei-
nu, dalej pri prezrdZani alkoholom alebo
solami, a tieZ ked sa predgisteny material
nechd dlho stdt a homogenizdcia nie je dost
intenzivna. To sa v studasnosti obchddza na
zgklade poznatku, Ze chromatin je zloZe-
ny z menSich podjednotiek — nukleozs-
mov — a tieto je moZné ziskat na rozdiel
od predchéadzajacich mechanickych postu-
pov, posobenim enzymov, ako napr. mikro-
kokovej nukledzy alebo extrakciou pri se-
lektivnej koncentracii niektorych soli Noll
M., Thomas J. O., Kornberg R., Science 187,
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1203, 1975; Fenske a spol., Acta med. biol
germ. 39, 343 a7 354, 1980. Tieto postupy
si zloZité, ndkladné a vytaZky byvaji ma-
16, mensie ako 25 9% vychodzieho materié-
lu. Takéto pripravky sliZia hlavne pre ba-
datelské ciele.

Uvedené nevyhody cdstraiiuje spdsob pri-
pravy prostriedku pre viazanie protilitok,
tvoreného deoxyribonukleoproteinom, pri
ktorého priprave sa vychddza z telacieho
tymusu, jadier kuracich eryirocytov alebo
z materidlu s hmotnostnym zlomkom jadier
nad 0,5, vyCisteného opakovanou extrak-
ciou fyziologickym roztokom. Podstata vy-
ndlezu spofiva v zbotnani zvysku a autoly-
ze vo vode alebo roztoku chloridu sodné-
ho v koncentrédcii do 0,01 mol.dm™3 podas
8—48 hodin, pri teplote 0 aZz 10 °C a v 2
aZ 5-nadsobnom podrobeni vibraénému udin-
ku s frekvenciou 10 aZ 30 kHz pri vykone
50 aZ 1300 W pri teplote 0 az 10 °C. Ziska-
ny materidl sa vysu$i mrazovou sublimé-
ciou a ziska sa stabilny preparat vo forme
bielej, péaperovitej latky, dobre rozpustnej
v roztokoch soli i vo vode. PouZitelnost
takto pripraveného prostriedku ma viaza-
nie protilatok, LE-faktorov, joe moZna na z4-
klade poznatku, Ze aj napriek enzymovej a
vibradnej degradédcii a zniZeniu molekulo-
vej hmotnosti si zachovdva potrebné anti-
génne determinanty.

Vyhodou tohoto spdsobu pripravy je hlav-
ne to, e sa dé& uskutofnit jednoducho a
nendkladne. V laboratérnych podmienkach
sa d& pripravili také mnoZstvo substancie,
aké je potrebné na jej priemyselné vyuZi-
tie.

K dokazu udinku slaZi nasledujica ta-
bulka, udavajiuca vysledky testovania sér
chorych s pozitivnym LE-bunkovym testom,
ktory sa v tomto pripade mdZe povaZovat
za referentny. Analyzy sa vykonali testova-
cimi stpravami Hyland, Lederle a pomocou
prostriedku podla vynalezu, enzymovou imu-
noanalyzou na detekciu protildtok proti de-
oxyribonukleoproieinu triedy I1gG (IgG—
~—amti—DNP).

Tabulka
Test Potet Pozitivaych vzoriek

' analyzovanych potet %

vzoriek

Hyland
Lederle 76 36 47,4
1gG—anti—DNP 94 76 80,9
podla vynélezu 157 13 87,9

Tieto vysledky dokazujd, Ze prostriedok
podla vynélezu je najafinnej§i v porovna-
ni s referenénym testom, v zmysle zhody v
pozitivite oboch testov.

Priprava deoxyribonukleoproteinu zndmy-
mi postupmi vedie k malym vytaZkom pro-

duktu, ktory je limitovane rozpustny. BeZ-
ny postup spodiva v homogenizacii tkani-
va, alebo izolovanych jadier v §tandardnom
solinom roztoku 0,15 mol.dm™3 NaCl, ¢o sa
opakuje dotial, kym sa uZ neextrahuje sig-
nifikantné mnoZstvo proteinu. Nerozpustny
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zvy$ok sa potom rychlo homogenizuje v ti-
sic-nasobnom prebytku slabého solného roz-
toku, 0,015 mol.dm~3 NaCl a menej a cen-
trifuguje pri vysokom zrychleni 15000.g
a viac. Typicky sa z 10 g telacieho tymusu
vytazi 0,20 aZ 0,50 g deoxyribonukieopro-
teinu.

Postup podia vynélezu je jednoduchy a
pritom uGfinnejsi. Poskytuje véfSie mnoZst-
vo substancie, s vyhodnej¥imi vlastnosfami.
Postup pripravy vyndlezu jo dalej objasne-
ny ma prikiadoch, ktoré ale jeho rozsah ani
neobmedzujld ani nevylferpivaja.

Priklad 1

10 g telacieho tymusu, ktory bol predbez-
ne dokladne extrahovany Standardnym soi-
nym roztokom, obsahujtcim 0,15 mol.dm™?
NaCl, sa dispergoval pomocou kuchynské-
ho mixéru v 250 ml 0,01 mol.dm™3 NaCl a
gél sa nechal st4l v chlade pri 5 °C 10 aZ
18 hod., kfm nemabotnal. G&l sa potom dis-
pergoval pomocou injekénej striekacky s
trubitkou ¢ 2,0 aZ 2,5 mm a podrobil so-
nikovaniu pri vykone 100 - W a frekvencii
20 kHz. Teplota nesmie vystipit na 10 °C.
Po scentrifugovani pri 15 000 g poCas 1 hod.
a 5 °C sa sediment podrobil rovnakému so-
nikovaniu opakovane, aZ sa v sedimente ne-
nachédzala deoxyribonukleovd kyselina. Ex-
trakty sa zlyofilizovali a vyfazilo sa tak
spolu 1,7 g preparatu. Tento sa dobre roz-
pasta vo vode aleboe v solnych roztokoch.
Roztoky maji charakteristické spektrum v
ultrafialovej oblasti, kde vykazuji Amax =
= 257 nm a Agpn = 237 nm. Pomer absor-
bancii pri 260 a 280 nm je 1,3 a7 1,5 v Sty-
roch frakcidch a hmotnostny pomer Dpro-
tein/DNA bol 1,0 aZ 1,6.

Na pripravu je vyhodné pouZit tkaniva
bohaté ma obsah deoxyribonukleoproteinu
a vedla tymusov st osobitne vyhodné aj
jadra z kuracich erytrocytov, ktoré sa da-
ja lahko pripravit v istom stave.

Priklad 2

Asi 150 ml kuracej krvi sa premylo 4 ra-
zy fyziologickym roztokom a podrobilo 1y-
ze v 0,01 mol.dm™3 CaCly. Jadrd sa zachy-
tili scentrifugovanim lyzatu pri nizkych ob-
ratkach a premyli sa Standardnym solnym
roztokom a¥ do ziavného odstrdmnenia he-

4]

moglobinu. Jadréd sa maru$ili dvojnadsobnym
zmrazenim & rozmrazenim a podrobill sa
zbotnaniu v 100 ml vody pofias 18 hod. Nato
sa dispergovali a podrobiii sonikovaniu pri
A00 W a 20 kHz pri tenlote do 10 °C vidy 1
min, nadfo sa sto€ili pri 15000 g 1 hod. a b
stupiiov Celsia a zvy¥ok sa opit podrobil
sonikovaniu., Po 5 sonikédci&ch sa prakticky
vistok mnukisoprotein jadier previedsl do
roztoku a po mrazovej sublimécii sa ziska-
io 1,35 g bielej paperovite latky. Rozpiustal
sa dobre vo vode i v solaych roztckoch s
charakteristickym spektrom v ultrafialovej
oblasti. Pomer absorbancii pri 260 a 280 nm
bol 1,05 aZ 1,4 a hmotnostny pomer pro-

- tein/DNA 1,0 aZ 1,7.

V priebehu niekolkych dni sa d4 pripra-
vit tymto postupom také mnoZstvo substan-
cie, ktoré vystali pre priemyslové zhoto-
venie testovacich siaprav mna screening sy-
stémového lupus erythematosus. Prostriedok
‘e dihndobe skladovatelny v chladnitke pri
teplote pod 10 °C. Prepardty skladované 2
roky sa dali pouZit v teste. Pred pripravou
testovacich sktGmaviek alebo mikrodosiek
sa prostriedok rozpusti vo vode a jeho kon-
centrdcia sa nastavi vyhodne tak, Ze v sol-
nom roztoku 0,15 mol.dm~3 NaCl a 0,015
mol.dm~3 trindtriumcitrat ddva absorban-
ciu pri 260 nm 0,5. Skiimavky, mikrodosky,
vieobecne pevnd fdza, si vyhodne z poly-
styrénu a naplnia sa roztokom prostriedku
tak, aby sa ziskala dostatotnéd aktivna plo-

. cha.

Plastenie, aktivovanie pevnej fdzy prebeh-
ne za 15 az 18 hod. pri 5 °C, nato sa roz-
tok odsaje a pevnd fdza sa opakovane pre-
myje vodou, Testovanie sér sa uskuto¢ni na-
pinenim vhodne riedeného séra, ktoré sa
po inkubécii odstrdni a pevnd faza sa opét
dokladne prepldachne. Viazané protilatky sa
napokon odhalia inkubé&ciou, pomoccu amnti-
globulinového konjugatu, oznadeného vy-
hodne enzymom, ktorého farebny produkt

~ je Gtmerny koncentrécii viazaného konjugé-

tu a tym aj protilatky. Rozsah reaktivity tes-
tovaného séra sa moéZe vyhodne porovnat
s reaktivitami pozitivneho a negativneho. re-
ferentného séra. VyuZitie prostriedku v en-
zymoimunologickom teste umoZiiuje Speci-
ficky a citlivy screening chorych so systé-
movym lupus erythematosus, s moZnostou
kvantitativneho urCenia protildtok v roz-
nych imunoglobulinovych triedach.

PREDMET VYNALEZU

Sposob pripravy prostriedku pre viazanie
protilatok tvoreného deoxyribonukleopro-
‘teinom, pri ktorého priprave sa vychédza z
telacieho tymusu, jadier kuracich erytrocy-
tov alebo z materidlu s hmotnostnym zlom-
kom jadier ma 0,5, vy&isteného opakovanou
extrakciou fyziologickym roztokom, vyzna-
Sujtci sa tym, ¥e sa predCisteny zvy3ok po-

drobi zbotnaniu a autolyze vo vode alebo
roztoku chloridu sodného v koncentracii do
0,01 mol . dm~3 pofas 8 a7 48 hodin, pri tep-
lote 0 aZ 10 °C a vibratnom tufinku s frek-
venciou 10 a% 30 kHz pri vykone 50 aZ 100
W pri teplote 0 aZ 10 °C, ktory sa opakuje
2- aZ bkrat.
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