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Vynélez sa tyka spdscbu pripravy zakot-
venych imunosorbentov z polysacharidov
izolovanych z kvasiniek.

Hlavnou imunologicky aktivnou zloZkou
kvasiniek a kvasinkovych mikroorganizmov
sii mandny, alebo mandézu obsahujice hete-
ropolysacharidy, ako galaktomanény, glu-
komanéany, glykurdonoxylomanédny, ktoré sa
nachédzaji na povrchu buniek tychto mikro-
-organizmov. Manédny patogénnych druhov
rodu Candida st vysokovetvené polysacha-
ridy, ktoré maji v hlavnou retazci ¢ (1 - 6)»
v boénych retazcoch « (1 - 2), pripadne
e (1 - 3) glykozidické vazby. Imunodomi-
nantnou skupinou tychto antigénov st bo&né
retazce skladajice sa z 5 aZ 6 manédnovych
jednotiek viazanych « (1 - 2) glykozidicky-
mi védzbami [S. Suzuki a H. Sunayama, Jap.
J. Microbiol. 13, 95 (1969)].

Tieto imunologicky aktivne polysacharidy
mikroorganizmov sa moéZu izolovat zo Ziv-
ného média niekolkondsobnym zrdZanim
etanolom, z biomasy kvasiniek extrakciou
s hydroxidom draselnym o koncentrécii 2 %
hmot. [P. A. ]. Gorin a ]. F. T. Spencer: Adv.
Appl. Microbiol. 13, 15, (1970)] alebo s 0,2
mol chloridom sodnym [O. Sikl a spol.: Coll.
Czechoslov. Chem. Commun. 35, 2989,
(1970)] pri zvySenej teplote. Cisté mandny
sa ziskavaji néslednym niekolkondsobnym
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zraZanim rozpustnych polysacharidov Feh-
lingovym roztokom. VytaZky imunologicky
aktivnych mandnov st vSak velmi nizke a
vzhladom na pdvodni biomasu nepresahuja
5 % hmot.

KedZe manény kvasinkovych mikroorga-
nizmov st vo vode dobre rozpustné, nedaji
sa preto priamo pouZit na pripravu pevnych
sorbentov. Aby sa ziskali vhodné nerozpust-
né imunosorbenty, je potrebné polysacharidy
z kvasinkovitych mikroorganizmov vhodne
modifikovat sietovanim [L. Kuniak, R. H.
Marchessault, Starch 24, 110, (1972)], a to
tak, aby imunodominantné skupiny polysa-
charidu ostali po sietovani zachované pre
imunosorbciu Specifickych protilatok z krv-
ného séra. Molekulovd hmotnost manénov
polysacharidov kvasinkovitych mikroorga-
nizmov je relativne nizka a pohybuje sa
medzi 15000 aZ 30 000 daltonov. Na jednej
molekule polysacharidu sa nachadza nie-
kolko determinantnych skupin, avSak len
Cast z nich sa zufastiiuje Specifickej imuno-
logickej reakcie antigén — protilatka. (].
Sandula a M. Vojkové4, Folia Microbiologica,
19, 94, 1974). Zosietovanim manénu docha-
dza eSte k hustejSiemu rozloZeniu determi-
nantnych skupin v makromolekule mandnu,
takZe Cast aktvinych centier imunosorbenta
sa nezudastiiuje interakcie antigén — proti-
latka z priestorovych ddvodov.



225197

3

Imunologicky aktivne manédny sa vysky-
tuji v bunkovych stendch kvasiniek v kom-
plexe s hielkovinami a imunologicky neak-
tivnym glukanom (C. E. Ballau, Adv. Micro-
biol. Phys. 14, 93, 1976). Uplné odstrdnenie
tychto sprievodnych biopolymérov nardZa
na tazkosti a vyZaduje zloZity purifikaény
proces. Zistili sme, Ze pre pripravu ufinného
imunosorbentu nie je potrebné manén upl-
ne purifikovat, malé mnoZstvo bielkoviny a
glukdnu nie je na zdvadu, Purififikaénymi
stupfiami jednak klesd vytaZok polysacha-
ridu, klesd jeho molekulovd hmotnost, €o
staZuje GCinné zosietovanie polysacharidu
a nie zanedbatelnou mierou klesd pocet imu-
nodominantnych skupin schopnych viazat
homolégne protildtky, preto je vyhodneijSie
pouZit polysacharid len &iastotne purifiko-
vany s vy$$ou molekulovou hmotnostou.

Podstata vynélezu spofiva v tom, Ze poly-
sacharid izolovany z kvasinkovitych mikro-
organizmov, s vfhodou Candida albicans ale-
bo Candida tropicalis sa v prvom stupni zo-
sietuje s 1-chl6r-2,3-epoxipropanom v mnoZ-
stve 15 aZ 30 % hmot. na hmotnost polysa-
charidu v alkalickom prostredi a v druhom
stupni sa zosietovany polysacharidovy gél
podrobi vodnej dispergédcii vo vysokoobrat-
kovom mixéri za stdasnej neutralizdcie al-
kalii a v tretom stupni sa premyté neroz-
pustné polysacharidové &astice odvodnia na
filtri alkoholom a vysuSia pri teplote do 60°
Celsia.

Takto pripraveny nerozpustny polysacha-
rid s velkostou &astic 80 aZ 250 mikronov je
vhodnym imunosorbentom pre izolaciu pro-
tildtok proti réznym hubovitym ochoreniam.

Najastej§im pdvodcom mykotickych ocho-
reni u ludi je Candida albicans, na ktoré
pripadd vySe 80 % patologickych mikrobio-
logickych nélezov. Zbytok tvoria mikroor-
ganizmy ako Candida tropicalis, C. stella-
toidea, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C.
fanata a iné. Mnohé druhy Candida maji
totoZné alebo podobné antigénne zloZenie
ako C. albicans, sérologicky su taZko rozli-
giteIné a na mikroorganizmy tejto sérolo-
gickej skupiny pripadd aZ 90 % vSetkych
kandidéz. Vzhladom na to, Ze mnohé kmene
Candida albicans st silno patogénne, tak ich
kultivdcia za Gfelom pripravy imunologicky
aktivnych polysacharidov sa musi robit za
prisne sterilnych podmienok, fo zvy3uje
néaklady na pripravy biomasy.

Je preto vyhodné pre tieto Gfely pouZit
kmeii Candida tropicalis, ktorého sa prie-
myslovo vyuZiva na vyrobu kfmneho droZ-
dia, je patogénny alebo len mélo patogénny
a naviac dobre sa kultivuje na rdéznych od-
padnych lignocelul6zovych materidloch. Ma-
nén z C. tropicalis pouZity ako imunosorbent
zachyti protildtky séra homoldogneho druhu
ako aj Specifické 14tky vytvorené mikroor-
ganizmami vo¢i mangnom uvedenej sérosku-
piny.

Zakotvenie imunoaktivneho polysacharidu
je vyhodné prevddzat tak, Ze imunoaktivny

4
polysacharid sa rozpusta v hydroxide sod-

. ‘nom 0 koncentrécii 5 a¥ 8 % hmot., tak, aby

koncentrdcia polysacharidu bola 15 aZ 30
percent hmot. a takyto roztok sa zmieSa
s potrebnym mnoZstvom mikrokrystalickej
celulézy s velkostou Castic 50 aZ 250 um.
Roztok sa neché asi 2 hod. dobre nasiak-
nut do celulozy a aZ potom sa prida sieto-
vaci reagent. Sietovanie sa prevadza najprv
pri teplote 20 a¥ 30 °C, potom pri 50 °C, pri
ktorej teplote sa reakcia ukon€i. Pred de-
fibraciou zosieteného gélu je vyhodné pri-
dat kyselinu octov@ na neutralizdciu vol-
nych alkélii. Bez neutralizdcie by sa ziskali
gélové Castice velmi malych rozmerov, kto-
ré by neboli vhodné pre prdcu v kolone.

Hlavnou vyhodou nového postupu je sku-
tocnost, Ze sa ziska imunoaktivny sorbent
s 2- aZ 3ndasobne vy$5im 3pecifickym povr-
chom, t. j. zvy8i sa poCet aktivnych imuno-
dominantnych skupin schopnych reakcie an-
tigén-protildtka. Tato skutoénost je vyznam-
néd vzhladom na to, Ze izolacia i nepurifiko-
vaného imunoaktivneho polysacharidu a
ndkladnejSia ako zakotvenie polysacharidu
na relativne lacnom nosiéi. Dal¥ou v§hodou
tohto postupu je to, Ze zakotveny imunoak-
tivny gél na celulézovom nosi¢i mé lepSie
reologické vlastnosti pri prédci v kolone.

Dalsie prednosti a detaily nového postu-
pu su zrejmé z prikladovej Casti postupu,
ktora nie je vyCerpévajica, ale len informa-
tivna na demonstrdciu podstatnych znakov
nového postupu pripravy zakotveného imu-
nosorbenta vhodného na izolovanie proti-
latok proti mykotickym ochoreniam spdso-
benym Kkvasinkovitymi mikroorganizmami
rodu Candida.

Priklad 1

10 g surového, suchého polysacharidu izo-
lovaného z buniek kvasinkovitych mikroor-
ganizmov Candida tropicalis sa zvlh&i s 20
ml destilovanej vody a nechd sa 5 aZ 10
min. napuiavat. Potom sa pridd 4 ml hyd-
roxidu sodného o koncentracii 40 % hmot.,
dobre sa zamieSa a nechd rozpustat, aZ je
roztok homogénny bez zjavnych nerozpust-
nych Castic, o obytajne netrvd viac ako 10
aZ 15 min. Do alkalického roztoku polysa-
charidu sa naraz pridd 10 g mikrokrysta-
lickej celuldzy o velkosti Eastic 50 aZz 250
um a dobre sa zamieSa tak, aby roztok po-
lysacharidu sa rovnomerne nasal do mikro-
krystalickej celuldzy, ¢o tvori asi 20 aZ 30
min. Potom sa pridd 2 ml 1-chlor-2,3-epoxi-
propédnu ([epichlérhydrin) a dobre sa za-
mieSa tak, aby sietovaci reagent bol homo-
génne distribuovany v celom objeme reaké-
nej zmesi. Reakéna banku uzatvorime a ne-
ché&dme reagovat pri laboratdérnej teplote 1
aZz 2 hod., potom zvySime teplotu postupne
aZ na 50°C a pri tejto teplote nechdme
reakénd zmes reagovat 1 hod., nado zosiete-
ny polysacharidovy gél mixujeme vo vode
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(do ktorej sa prida kyselina octovd na neut-
ralizdciu volnych alk4lii) asi 30 aZ 60 s
v rychloobratkovom mixéri. Nerozpustny za-
kotveny polysacharidovy gél sa niekolkona-
sobne dekantuje od najjemnejSich podie-
lov, ktoré by velmi zvySovali odpor pri pra-
ci na kolone. Dekantované a dokonalé pre-
myté gélové Castice sa na filtri postupne od-
vodnia alkoholom, resp. aceténom a vysuSia
pri teplote do 60 °C. Napucaci objem pripra-
veného zakotveného imunosorbenta je okolo
6 aZ 7 ml/g a je vhodny pre imunosorbciu
protildtok z biologickych tekutin.

Priklad 2

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom,
e na siefovanie pouZijeme 4 ml epichlor-
hydrinu a rozpustny polysacharid zakotvi-
me na 30 g mikrokrystalickej celulozy.
Vlastnosti ziskaného zakotveného imunolo-

gicky aktivneho polysacharidového gélu st
podobné ako u prikladu 1.

Priklad 3

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom,
Ze ako imunologicky aktivny polysacharid
sa pouZije polysacharid izolovany z mikro-
organizmu Candida albicans. Zosieteny, za-
kotveny polysacharid méd obdobné vlastnosti
ako zosieteny polysacharid izolovany z Can-
dida tropicalis.

Popisand metéda pripravy imunosorben-
tov z mikrobidlnych polysacharidov je uni-
verzdlna, mdZe byt pouZitd nielen pre kan-
didy, ale pre lubovolné imunologicky aktiv-
ne polysacharidy.

Vyndlez mé pouZitie v zdravotnictve pri
dokaze, izolacii a purifikdcii G€innych pro-
tildtok z biologického materidlu pri myko-
tickych ochoreniach ako i v alergologii.

PREDMET VYNALEZU

Spbsob pripravy imunosorbentov z poly-
sacharidov izolovanych z kvasiniek vyznate-
ny tym, Ze polysacharid izolovany z kvasin-
kovitych mikroorganizmov, s vyhodou dru-
hu Candida albicans alebo Candida tropica-
lis sa v prvom stupni zosietuje s 1-chlor-2,3-
-epoxipropdnom v mnoZstve 15 aZ 30 %
hmot. na hmotnost polysacharidu v alka-

lickom prostredi a v druhom stupni sa zo-
sieteny polysacharidovy gél podrobi vodnej
dispergdcii vo vysokoobratkovom mixéri za
st¢asnej neutralizdcie volnych alkélii a v
tretom; stupni sa premyté nerozpustné poly-
sacharidové Castice odvodnia na filtri alko-
holom a vysuSia pri teplote do 60 °C.
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