sexosoves | POPIS VYNALEZU

REPUBLIKA

(19) K AUTORSKEMU OSVEDCENI

(22) pt¥inlafeno 19 01 84
(21) PV 453-84

(40) Zve¥ejnéno 11 06 87
URAD PRO VYNALEZY (4ﬁ

254706

(i (B1)

(51 Iat. C1L*

G 01 N 33/577

5) Vydéno 15 11 88
A OBJEVY
(75) JANDOVA ANNA MUDr. CSc., COUPEK JIRI ing. CSc., SANITRAK JAROSLAV ing.,
Autor vynilezu MOTYCKA KAREL RNDr. CSc., MACH OTAKAR RNDr. PEKAREK JAN MUDr. CSc.,

PRAHA

(54) Zpisob ptipravy imunologicky funkénich frakei z lidskych a zvifecich

zhoubnych nador(

Zpusob spolivd v tom, Ze se super-
natant po posledn{ centrifugaci p¥i za-
ti¥eni 90 a¥ 110 x 103 g extrahuje feno-
lem v objemovém poméru 1:0,5 aZ 1,5
v pfitomnosti ionogenniho tensidu a 8-
-hydroxychinolinu p¥i pH 7 a% 7,5 nejmé-
né dvakrat, ziskand vodnd fdze obsahujici
smés cytoplazmatickych ribonukleovych
kyselin se rozdéli afinitni chromatogra-
fii na kolon& plnéné celuldzou s nava-
zanymi oligonukleotidy deoxythimidinu,
polyadenylované ribonukleové kyseliny se
zachyti na koloné& a eluuji se vodou, vodny
eluat se déle d€lf vysokotlakou gelovou
chromatografii, sbiraji se frakce o mole-

Kulové hmotnosti 3.10° az 1,5.10%, které
jsou orgdnové specificky aktivni v riz-
nych, prevdiné imunologickych testech.
Ziskané frakce jsou pouZitelné jako anti-
geny k imunizaci a ddle v rdznych imuno-
logickych testech pro buiikami médiovanou
imunitu, pro protismé&rnou elektroforézu
na agarozovém gelu, elektrofokusaci, pro
znateni radioizotopy, ke studiu hormondl-
nich receptort, pro experimentdlni préace
v cytogenetice a genetickém inZenyrstvi

s cilem pomoci vybranych metod a antigent
stanovit v&asnou diagnostiku a monitoro-
v4dni onemocnéni.
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Vyndlez se tykd zpracovidni vzorkl lidské i zvifeci nadorové a kontrolni takzvané zdravé
tkdn&. Vy¥sledkem je imunologicky d&innd antigenni frakce.

Antigen, ktery se zi{sk&vd z lidské i zviYeci nddorové tkand i z tk&nf zdravych jedinci,
se dédle pouiZivd v rdznych testech. Literdrni tdaje o zpfisobu, jakym se antigen p¥ipravuje,
jsou Zasto rozporné a nejednotné. Li8f se a neni sjednocen postup odbdru materidlu pri
operaci. Nebyvd zajiStén pfesny odbér materidlu histopatologem erudovanym v p¥islu$ném
oboru, nap¥iklad materidl pro antigen plicni by mé&l odebirat histopatolog pro obor plicnf,
pro gynekologické antigeny z oboru gynekologie atd. Vzorky nejsou ulofeny v jednotné bance
¢a jednotnych podminek zmraZeni, pokud nejsou ihned zpracovény. Zplsob centrifugace byvé
rizny (rozli¢né g). Ziskané frakce nemaji standardn& upravené mnoZstv{ proteint a obsah

imuniaktivni sloZky je v takto p¥ipravenych prepardtech razny.

Podle dosavadni praxe si jednotlivd pracovigtd vyrdb&ji z nddort tzv. antigeny samostatnd
a nejednotné. Prozatim nedo8lo k dohodé o sjednoceni vyroby. Vysledky riiznych testl s tako-

vymi antigeny jsou pak sice publikovatelné, ale nesrovnatelné

Zpusob p¥ipnravy imunologicky funkénich frakci ziskanych ze zhoubnych nddord, z Sedé
kiry mozkové u schizofrenikl nebo ze srde&nfho svalu s infarktem myokardu postupnou centrifu-
gaci cytozolu a pomoci vysokotlaké gelové chromatografie podle vyndlezu spolivid v tom,
e se suspernatant po posledni centrifugaci pfi zatiZeni 90 a% 110 x 103 g extrahuje fenolem
v objemovém poméru 1:0,5 aZ 1,5 v pfitomnosti iorogenniho tensidu a 8 hydroxychinolinu
pri pH 7 az 7,5 nejméné dvakrdt, ziskand vodnd fdze obsahujici smés cytoplasmatickych ribo-
nukleovych kysclin se rozdél{ afinitni chromatografii na kolon& plnéné celuldzou s navdzanymi
oligonukleotidy deoxythimidinu, polyadenylovand ribonukleové kyseliny se zachyti na kolond
a eluuji se vodou, vodny eludt se déle déli vysokotlakou gelovou chromatografii, sbiraji
se frakce o molekulové hmotnosti 3.105 az 1,5.]04, které jsou orgdnoveé specificky aktivni

v raznych testech.

Jako mobilni fdze pro vysokotlakou gelovou chromatografii se pouZivd fyziologicky
roztok, jako staciondrni fdze se poufiva suspenzni kopolymer 2-hydroxyethylmethakrylédtu
=  ecthylendimethakryldtem s vyludovacim limitem kolony, vyjdd¥enym molekulovou hmotnosti
3.105, velikost partikuli gelu je 32 aZz 40 pm, k detekei se pouzivd diferencidlni refrakto-

netr a UV spektrofotometr s variabilni vlnovou délkou.

Na zdkladé vSech dosavadnich zkuSenosti vypracovali autofi vyndlezu zplsob separace
imunologicky aktivnich frakei z lidskych i zvi¥ecich zhoubnych nddory, ktery vyuZiv4 k p¥i-
pravé tuzemské dostupné techniky, sjednocuje postup p¥i manipulaci s tkdnémi a vyluduje primés
proteinll, protoZe separuje pouze t&lu vlastni nebo cizi ribonukleové kyseliny a sice v defi-

novatelném mnoZstvi (ng na ml).

w4

zplisoh podle vyndlezu vede k ziskdni materidlu s vys$8i selektivitou a imunologickou
aktivitou p¥i mend3i spotiebé biologického vychoziho materidlu a vyznamné niZgim Sumem akce-
sornich proteinovych makromolekul. Na rozdil od jinych zplsobl pfipravy imunologicky aktivnich

frakel se podle vyndlezu ziskd orgdnové specificky antigen.

Ziskané frakce jsou pouiitelné jako antigeny k imunizaci a ddle v raznych imunologic-
kych testech pro bunkami mediovanou imunitu, pro protismérnou elektroforézu na agarozovém
aeln, clektrofokusaci, pro znadeni radioizotopy, ke studiu hormondlnich receptort, pro
experimentdlni prdce v cytogenetice a genetickém inZenyrstvi s cilem pomoci vybranych metod

a antigenll stanovit vdéasnou diagnostiku a monitorovani choroby.

Ziskané [rakce jsou veljce Casnymi (aZ nékolik let p¥ed vypuknutim onemocnéni) pozitiv-
nimi markery lidskdému télu - 2f ribonukleové kyseliny, kterd pravddpodobné kontaminuje
lidské i zvifeci nddury, & «ou kfiiru mozkovou u schizofrenikit, srdedni sval postiZeny infarktem
myokaxrdu, jakoZ i endometrium ¥en, které potrdceji z gynekologicky nezjistitelné p¥iliny

a u nichZ byla vylouena jind virovad onemocnéni,
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Zpisob pripravy imunologicky funk&nfich frakci je bli%e osvdtlen v p¥ikiadu, ktery
nijak neomezuje p¥edmdt vyndlezu.

P¥iprava imunoaktivni frakce z karcinomu mammy.

Biologicky materidl se odebere peroperand za spolupréce histopatologa do sterilni
nddoby, uloZené v suchém ledu. Po rozmrazeni se zbavi tuku, eventudlné nekrotickych &4stf,
po rozstfihdni se homogenizuje a homogenédt se t¥ikrdt kryolyzuje p¥i -60 a +40 °c. Poté
se centrifuguje pfi zatiZeni 3,5.1039 p¥i teploté +4 S¢ po dobu 40 min. Supernatant se
znovu podrobi centrifugaci p¥i zatiZeni lO5 g p¥i teploté +4 °C po dobu 60 min. Ziskany
spernatant, ktery obsahuje bilkoviny, nukleoproteiny, nukleové kyseliny a nizkomolekuldrni
komponenty, se 15 min pfi teplot& mistnosti extrahuje fenolem v objemovém poméru 1:1 v p¥i-
tomnosti natriumdodecylsulfétu o hmotnostni koncentraci 1 % z 0,01 % hmot. 8-hydroxychinolinu
a pH se upravi na 7 a% 7,5.

Pomoc{ centrifugy p¥i za¥izeni 3.103

g se oddé€li vodnd fdze, kterd se op&t t¥epe s feno-
lem. Zziskand vodnd féze obsahujici smés cytoplasmatickych ribonukleovych kyselin se ddle

déli na kolon& naplnéné oligo AT celuldzou (celuldza s navAzanymi oligonukleotidy deoxythi-
midinu), kterd md afinitu k polyadenylovanym zbytkim, charakteristickym pro informadni
ribonukleové kyseliny. Na koloné zachycené polyadenylované ribonukleové kyseliny se promyji
vodou, vodny eludt se ddle purifikuje vysokotlakou gelovou chromatografif. Kolona je naplnéna
gelem Separon-Hema-300 glc R, ktery je suspenznim kopolymerem 2-hydroxyethyl-methakrylatu

a ethylendimethakryldtu s vylucovacim limitem 3.105.

Detekce se provddi pomoc{ diferencidlniho refraktometru R 043 a UV pritokového spektro=-
fotometru s variabilni vlinovou délkou. Jako mobilni fdze se pou¥ivd fyziologick§ roztok.
Tmunologicky aktivni a orgdnové specificky antigen se ziskd v oblasti odebraného eludtu

25 a% 50 cm® pfi vinové délce 340 nm.

Stejnym zpusobem se odebird materidl z jakékoliv experimentdlni i lidské nédorové
i kontroln{ zdravé tkdné&, z Sedé kiry mozkové schizofrenikl i zdravych osob, ze srded&niho
svalu s infarktem myokardu i zdravého, pf¥ifemZ u potrdcejicich Zen se pou¥ije jako antigen

materidl zhotoveny z lidského karcinomu endometria a stejnym zplsobem se zpracuje.

PREDMET VYNALEGZU

1. %pGsob p¥ipravy imunologicky funké&nich frakei z lidskych a zvi¥ecich zhoubngch
nédort, popfipadé z 3edé kiry mozkové schizofrenikd nebo ze srde&niho svalu s infarktem
nyckardu, postupnou centrifugaci cytozolu a pomoci vysokotlaké gelové chromatografie, vyzna--
mjici se tim, Ze se supernatant po posledni centrifugaci p¥i zatfZenf 90 aZ 110.10° g
extrahuje fenolem v objemovém poméru 1:0,5 a% 1,5 v p¥itomnosti ionogenntho tensidu a 8-hydro-
xychinolinu p¥i pH 7 a% 7,5 nejméné dvakrdt, ziskand vodnd faze obsahujic{ sm&s cytoplasma-
tickych ribonukleovych kyselin se rozdéli afinitni chromatografii na kolon& plndné celuldzou

1

s navdzanymi ol:gonukleotidy deoxythimidinu, polyadenylované ribonukleové kyseliny se zachyti
na koloné a e¢luuji se vodoun, vodny eludt se ddle 3&1li vysokotlakou gelovon chromatografif

e i
a sbiraji se Irakce o molekulové hmotnosti 3.10° a¥ 1,5.10&, které jsou imunologicky a

orgdnové speciricky aktivni.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze jako mobilai féze pro vysokotlakou
gelovou chromatografii se pouZiva fyziolugicky roztok, jako staciondrni fdze se pouZiva
suspenzai kopolymer 2-hydroxyethylfethakryldtu s etbylendimethakryldtem s vyludovacim limitem
3.10° o velikosti dstic gelu 32 %E 40 pam.
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