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Vyndlez se tyké zpfisobu pfipravy imuno-
logicky funkéni frakce ziskané ze séra in-
brednich kmentt laboratornich myS3{, napf.
infikevanych virem zvySujicim izoenzym
laktdtdehydrogendzu. Vysledkem je imuno-
logicky G&innd frakce.

Autoli vyndlezu se zabyvali stanovenim
izoenzymu LDH (1.1.1.27 L-lactate: NAD oxi-
doradulitazy) u experimentdlnich i lidskych
nddort) ve vztahu k chemoterapii. Pokud
se pou¥ivalo v experimentdlnim studin mysi
ritznyeh kment, autoli zjistili, Ze izoenzym
LRI je njedinéle v mySim séru vyznamné
zvizien je§td pPfed pokusem. Toto zvySeni
zpfisohuje LDH virus, ,,perfektni’ parazit u
my&i. LDH virus (Rileydv virus, LDV) je za-
Fazen mezi neklasifikované ,,pomalé RNA
viry. Jeho replikace nevyZaduje DNA-depen-
dentni syntézu ribonukleové kyseliny. Jeho
reservodrem je populace divokych mys],
jim¥ plsobi doZivotni onemocné&ni. Autofi
sledovali tento jev ddle a po rozvinuti ge-
lové chromatografie a nékterych imunolo-
zickych metod se pokusili o detekci proti-
latkové odpovédi na toto agens i u lidskych
pacientl, K ovéFeni zvolili takové choroby,
u nichZ byla jiZ d¥ive popsdna zvySend ak-
tivita izoenzymu LDH.

Autofi zjistili, Ze u pacientd s nejriznéj-
$imi druhy zhoubnych nédorli a prekance-
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roz existuje vyznamnd imunologickd odpo-
véd lidského leukocytu v rdznych imuno-
logickych testech na frakce ziskané z mysi-
ho LDH viru. TéZ jsou na tyto frakce citlivé
leukocyty pacientd s infarktem myokardu,
pacientek, které spontdnné potréaceji bez
gynekologické pfifiny a u nichZ je vylou-
¢eno onemocnéni jinymi virozami nebo an-
tropozoonozami a kone¢né pacientli se schi-
zofrenii.

Zptsob pripravy imunologicky funkéni
frakce ziskané ze séra inbreidnich kment
laboratornich mys8i, nap¥. C3H, infikovanych
virem zvySujicim izoenzym lakt4tdehydro-
gendzu spoéivd podle vynilezu v tom, Ze
myS{ plazma ziskand z krve upravené hepa-
rinem se podrobi nejméné dvojndsobné cen-
trifugaci po dobu 20 aZ 30 min. p¥i zatiZe-
ni 3 aZ 3,5 X 10° g, odebrany supernatant
se efi 1 aZ 2 min. p¥i 9 aZ 11 X 10° g, zis-
kany supernatant se podrobi dalsi centri-
fugaci po dobu 50 a% 70 min. pfi zatiZeni 50
aZ 100 X 10% g, ziskany sediment se suspen-
duje v pufru majicim pH 7 aZ 7,4 sestdva-
jicim z tris (hydroxymethyl)-aminomethan-
-NaCl (Tris-NaCl] a dvojsodné soli ethylen-
diamintetraoctové kyseliny v minim&alnim
objemu maximédné 1 ml s rovnovaZnou cen-
trifugaci v sacharozovém hustotnim gra-
dientu se rozdéli a oblast odpovidajici 32
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aZz 38 % hmot. sachar6zy s maximem 35 %
hmot. sachardzy se odebere a po nafedéni
vy8e uvedenym pufrem v objemovém pomé-
ru 1:0,5 az 1,5 se podrobi centrifugaci pfi
zatiZeni 50 aZ 100 x 10% g, 50 aZ 70 min.
pfitemZ manipulace s krevni plazmou aZ po
ziskdni posledniho sedimentu se provadi p¥i
2 aZ 6 C, ziskany sediment se rozpusti v 1,5
az 3,0 ml fyziologického roztoku a podrobi
se vysokotlaké gelové chromatogzrafii, frak-
ce odpovidajici molekulové hmotnosti 3. 10°
az 1,5.10* jsou imunologicky aktivni. Rov-
novaznd centrifugace se provadi po dobu
180 aZ 210 min p¥i zatiZeni 150 aZ 180 X
X 10%g. Jako staciondrni fdze pro vysoko-
tlakou gelovou chromatografii se pouZije
Separon Hema — glc®, ktery je suspenznim
kopolymerem 2-hydroxyethylmethakryldtu s
ethylendimethakryldtem s vylutovacim limi-
tem kolony vyjadFenym molekulovou hmot-
nosti 3 X 10% velikost partikuli gelu je 32
aZ 40 pm, k detekci se pouZivd diferencidl-
ni refraktometr a UV spektirofotometr s va-
riabilni vinovou délkou. Jako mobilni faze
se pouZivd fyziologicky roztok a jimd se
frakce prfi vinové délce 340 nm.

Popsanym zplisobem zhotovené frakce
jsou pouZitelné v rfiznych imunologickych
testech, testech pro buiikami médiovanou
imunitu, pro protismérnou elektroforézu na
agarozovém gelu, elektrofokusaci, pro zna-
¢eni radioizotopy, pro studium hormondl-
nich recaptori, pro experimentédlni préce v
cytogenetice a genetickém inZenyrstvi s ci-
lem stanovit vfasnou diagnostiku a moni-
torovéni niZe uvedenych onemocn&ni. Zis-
kané frakce jsou velice Sasnymi (aZ n&ko-
lik let pfed vypuknutim onemocné&ni] po-
zitivnimi marketv lidskému t&lu cizi rihounu-
kleové kyseliny, kterd pravdé&podobnd lkon-
taminuje lidské izvifeci néddory, $edou kiru
mozkovou schizofrenikdl a srdetni sval po-
stiZeny infarktem myokardu, jakoZ i endo-
metrium Zen, které potraceji z gynekologic-
ky nezjistitelné pfi€iny a u nichZ nebylo
zjiSténo jiné virové onemocnéni,

JestliZe jsou frakce ziskané z LDH viru
v libovolném z vy8e uvedenych testli u pa-
cienta pozitivni, 1ze konstatovat, e je v t&-
le p¥itomen tzv. univerzalni rizikovy faktor
a je nutno déle testovat stejnou metodou
citlivost jednotlivich orgénd, zda nejsou
napadeny. V tom p¥ipad¥ se pouZiji antige-
ny pfipravené z t&chto orgdntt podle AQ
254 706. Pozitivni orgdnova odpovéd byva
pfitomna 3,5 i vice len pied vyskytem pre-
kancer6zy a 10 i vice let p¥ed vyskytem né-
doru.

U infarktu myokardu lze analogicky po-
uzit k testovéni frakce ziskané z LDH viru
a jsou-li pozitivni, pak frakce ziskané ze
srdce postiZeného infarktem myokardu.

U onemocnéni schizofrenil lze pouZit k
testovdni frakce ziskané z LDH viru a jsou-
-1i pozitivni, pak frakce ziskané ze Sedé
kiiry mozkové.

U Zen potrdcejicich z gynekologicky ne-
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zjistitelné p¥i€iny, u nichZ je vylouceno jiné
virové onemocnéni, ev. antropczoonéza, lze
pouZit k testovani frakce ziskané z LDH vi-
ru a jsou-li pozitivni (nutno testovat i je-
jich partnery), pak u Zeny frakce ziskané
7 lidského karcinomu endometria.

Statisticky vyznamné pozitivnl vysledky
se ziskaji také u tzv. kontaktl, tc jest u
osob, které Ziji s vySe uvedenymi nemoc-
nymi ve spolefné domdcnosti. Nejéastdji
maji takové osoby pozitivni testy na frakce
ziskané z LDH viru, ale také na orgdnovy
antigen vétSinou stejny jako nemocny, i
kdyZ se citi zdrdvy.

Stanoveni tzv. rizikového faktoru, to jest
frakci ziskanych z LDH virg, méd vyznam
proto, Ze se hodi jako levny €asny marker
lidskému té&lu cizi ribonukleové kyseliny, k
vytypovadni a monitorovani skupiny obyvi-
telstva, z niZ pozd&ji pochdzeji v Casovém
poradi Zeny potrédcejici z gynekologicky ne-
zjistitelné pfi¢iny, nemocni kardiovaskular-
nimi chorobami, schizofrenii, nemocni
zhouhnymi nddory.

Vyznam stanoveni spoCivd v kombinaci
vytypovanych antigent a v jejich pravidel-
ném sledovdni u rizikovych skupin, protoze
se zd4, Ze adaptace lidského organismu na
I.DH virovou ribonukleovou kyselinu mfZz
byt mirou zdravi jedince a naopak, Ze vias-
nymi zasady do obranyschopnosti by k né-
kterym ovemocn&nim nemuselo dojit. V tél-
souvislosti doporucujeme provést vysSetfani
na LDH virus u partnerlt p¥ed poCetim di-
téte. Jsou-li oha pozitivni, je plod ohroZen.

V nésledujicim je pfedmét vynédlezu osvéi-
len na pfikladu, ktery v3ak nijak neomezu-
je jeho rozsah:

Priprava imunologicky funkénich frakci zis-
kanych ze séra mySi infikovanych LDH vi-
rem.

Mysi tyden inokulované sérem obsahuii-
cim infek&n{ LDH virus se vykrvaci podstii-
Zenim, krev po sraZeni a 30 min stani pii
teplotd mistnosti se podrobi centritugové-
ni p¥i zatiZeni 2.10% g 20 wmin. Sérum se u-
pravi heparinem a podrobi se dvakréat cen-
trifugovdni p¥i zatiZeni 3,5.10% g po dohu
25 min p¥i teplotd -4 °C. Ziskany super-
natant se po dobu 2 min p¥i teploté -- 4 °C
podrobi dalsi centrifugaci p¥i zatiZeni 10¢ g.
Ziskany spernatant se opét centrifuguje pifi
zati¥eni 5. 10% pFi -+ 4 °C 60 min. OhdrZi se
sediment, ktery obsahuje virus. Suspenduje
sé v max. 1 cm® pufru o pH 7 a% 7,4. Pufr
sestdvd z tris [(hydroxymethyl)-aminome-
than-NaCl (Tris-NaCl) a dvojsodné soli e-
thylendiamintetraoctové kyseliny.

Suspenze se navrstvi na sachar6zovy hus-
totni gradient 15 aZ 50 % hmot. a centri-
fuguje se pFi zati¥eni 10° g 4 h nebo pii
5.10% g pfes noc pfi + 4 °C.

Gradient se rozd&li a bere se frakce v
oblasti 35 % sacharozy, obsahujici virus.
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Naredi se vySe uvedenym pufrem 1:1 a
znovu se centrifuguje pri zatiZeni 5.10%g
1 h pii 4 4 °C. Ziskany sediment se rozpus-
ti ve 2 cm?® fyziologického roztoku a zatavi
se de ampull., Uchovdvd se ve zmrazeném
stavu.

Obsah ampule se po rozmrazeni injukuje
do kolony po 1 ml a d&li se pomoci vysoko-
tlaké gelové chromatografie. Kolona je na-
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pln&na suspenznim kopolymerem 2-hydro-
xyethyl-methakryldtu a ethylendimethakry-
latu s vyluovacim limitem 3.10% Detek-
ce se provadi diferencidlnim refraktome-
trem R 043 a UV priitokovym spektrofoto-
metrem s variabilni vlnovou délkou. Jako
mobilni fdze se pouZiva fyziologicky roztok
a jiméd se frakce pfi vinové délce 340 nm
s molekulovou hmotnosti 10% aZ 1,5. 104

PREDMET VYNALEZU

1. Zphsob pFipravy imunologicky funké-
nich frakci ze séra inbrednich kmendi my-
81, infikovanych virem zvy3ujicim izoenzym
laktdtdehydrogendzu, vyznadujici se tim, Ze
my3{ plazma ziskand z krve upravené hepa-
rinem se podrobi nejméné& dvojnasobné cen-
trifugaci po dobu 20 aZ 30 min pfi zatiZeni
3 aZ 3,5 X 10% g, odebrany supernatant se
gefi 1 aZ 5 min pii zatiZeni 9 aZ 11 X 103 g,
ziskany supernatant se podrobi dal3i centri-
fugaci po dohu 50 aZ 70 min. pfi zatiZeni 50
aZ 100 X 10% g, ziskany sediment se suspen-
duje v pufru o pH 7 aZ 7,4 sestavajicim
z tris (hydroxymethyl]-aminomethan-NaCl
(Tris-NaCl) a dvojsodné sole ethylendi-
amintetraoctové kyseliny v objemu maximal-
né 1 ml, rovnovdZnou centrifugaci v sacha-
rozovém hustotnim gradientu (po dobu 180
a% 210 min pfi zatiZeni 150 a¥ 180 X 10° g)
se rozdé&li a oblast odpovidajici 32 az 38 %
hmot. sachar6zy s maximem 35 % sacharo6-

zy se odebere a po nafedéni vySe uvede-
nym pufrem v objemovém poméru 1:0,5 aZ
1,5 se podrobi centrifugaci p#i zatiZeni 50 aZ
100 % 10° g, 50 aZ 70 min., pfitemZ mani-
pulace s krevni plazmou aZ po ziskani po-
sledniho sedimentu se provadi pri 2 aZ 6 °C,
ziskany sediment se rozpusti v 1,5 aZ 3,0 ml
fyziologického roztoku a podrobi se vysoko-
tlaké gelové chromatografii a zachycuji se
frakce odpovidajici molekulové hmotnosti
3.10% aZ 1,5.10% jako imunologicky aktiv-
ni.
2. Zptisob podle bodu 1 vyznadujici se
tim, Ze jako stacionédrni fdze pro vysokontla-
kou gelovou chromatografii se pouZije sus-
penzni kopolymer 2-hydroxyethyl methakry-
latu s ethylendimethakryldtem s vylutova-
cim limitem 3 X 105 a velikosti &astic gelu
32 aZ 40 um a jako mobilni faze se pouZi-
vd fyziologicky roztok.
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