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{54)Zpasob odstranéni desoxyribonukleové kyseliny ze subvirové vakefny proti-
viru herpes simplex

1
Vyndlez se tykd pFipravy subvirové vekeiny proti viru herpes simplex. Redf odstranini
desoxyribonukleové kyseliny (DNK) z entigennich sm¥s{ pFipravenych z bun&k infikovengch
virenm herpes simplex (HSV). ' .

Vzhledem k tomu, Ze jek HSV, tek sama virovd DNK jsou schopny vyvoldvat nédorovou trans-
formaci~ﬁhn§k, Je nepfitomnost desoxyribonukleové kyseliny v prepsrdtu jednim ze zdkladnich
poZsdavkd ns subvirovou vekeinu proti viru herpes simplex. Pro odstrahovdni DNK z vyvijenych
HSV subvirovfch vakcim se v cizin¥ prozetim pou¥ivé ultrecentrifugace v gradientech CsCL
nebo sacharézy v kombinaci s opracovédnim preperdtd enzymem desoxyribonukledzou (DN&zou)

a formaldehydem (Cappel, 1976, Arch. Virol. 52, 29-35; Cappel a spol. 1978, Dev. Biol.
Stenderd. 43, 381-385; Cappel a spol., 1980, Arch. Virol 65, 12-23; Conerd = spol. 1980,
Internat. Confer. Human Herpesviruses, Atlanta, USA; Kitces a spol., 1977, Infect. Immun.
16, 955~960; Lehman & spol., 1980, Internat. Confer. Human Herpesviruses, Atlenta, USA;
Selerno a spol., 1980, Internet. Confer. Humen Herpesviruses, Atlenta, USA; Skinner a spol.,
1978, Med. Microbiol. Imunol: 166, 119-132; Skinner a spol., 1980, Med. Microbiol. Immunol.
169, 39-51; Thomson a spol., 1980, Internat. Confer. Human Herpesviruses, Atlanta, USA).

Ultrécentrifugace v hustotnich gradientech je nevyhodnd kvili nutnosti dlouhodobé
centrifugace & velkych ztrédt v disledku nehomogenity prepardtd a insktivece sntigeny centri-
fugeinim médiem. Opracovéni DNdzou u subvirovjch prepardtd obsehujfcich vEt3{ mnoZstvf
DNK v nadich pokusech nikdy nevedlo k uplnému odstrandni frakce -DNK nerozpustné v kyselindch.

'Vzhledem k tomu, Ze pro pfiprevu vekciny by bylo nutno pou¥fvet DNdzy 3i3t¥né a tedy
draZ¥{, vedlo by to k podstetnému zvySeni vyrobnf{ch ndkladd. Pouzitf semotiného formaldehydu
bez desoxyribonukledzy je sporné, nebol kontrola likvidace biologické aktivity DNK pomoci
formeldehydu je dlouhodobd e zne&n$ nestanderdnt.
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V§Se uvedené nedostatky jsou odstrandny uZitim kombinace rychlostni centrifugace e efi-
nitn{ chromatografie. P¥i rychlostni ultracentrifugesci sedimentuje v¥ét3ina DNK do peletu,
zetimco antigen zistévéd v supernatantu. DNK zbyvajic{ v supernatentu je 2z preperdtu odstra-
néna pPi afinitnf chrometografii na sloupci gelu tvolfeného kuli¥kemi CNBr-gktivovené ega-
rézy s navézenym lektinem (velikost kuli¥ek 60 e% 140 mm, agardzové koncentrace 4%, koncen-
trace vdzeného lektinu 2 a# 8 mg/ml gelu). V n¥kolike pracfch bylo vyu¥ito vezebnosti gly-
koproteinovych entigeny HSV ne lektin pro izolaci glykoproteiny (Lehmen e spol., Salerno
a apol., Thomson e spol., - 1980, Internat. Conf. Human Herpesviruses, Atlenta, USA;

Zwernik e spol., 1981, Infect, Immun. 31, 267 -e% 275). 2jistili jsme, e ze stejnych
podminek DNK s lektinem eni s agerdézou neresguje a kolonou valn¥ protékd.

Pou%itf rychlostni centrifugace je vyhodndj¥{ neZ ultracentrifugace v hustotnich gre-
dientech z ddvodd Sasovjch s ekonomickych (men3f{ opotfebovéni centrifug, nii¥f spot¥eby
energie, niZ¥f{ ztrdty entigend). Vzhledem k tomu, Ze lektin vézenf ne agerdzu Jje pouZivén
p#i dels{ izolaci protektivnich sntigend (které jsou glykoproteinové povshy), lze odstre-
néni DNK docflit pouhym ddkladnym proplechovénim sloupce gelu s vdzenymi glykoproteiny ace-
tétovym pufrem bez poufitf delSich chemikdlif nebo procedur. Néplh kolony je mo#no mnoho-
nédsobn& regenerovat.

Popis konkrétntho provedeni

Extrakty pPipravené z bungk infikovenych HSV jsau zbaveny buné&nych jeder nizkoobrdtko-
vou centrifugeci{ a pek centrifugovény p¥i 60 e% 150 000 x é pii 0 sZ 10-9C 1 8% 2 hod.
(s vyhodou } hod, p¥i 100 000 x g & 4 9C). Supernatenty se opetrn¥ odeberou, pfi¥em# se nad
gedimentem nechdvd 1/12 objemu pdvodniho materidlu, aby se vylou¥ils moXnost konteminace
supernatantu sedimentovanou DNK, Antigenni sm&s, kters po tomto zprecovéni obsehuje 0,2 aZ
1 % DNK, se 1/2 a% 5 hodin inkubuje pP¥i pokojové teplot® nebo p¥i 0 aZ 10 °c s agarézou
s védzenym lektinem (bud ne kolon¥ nebo sddkovd).

Po skonZeni, inkubece se z gelu pFiprav{ kolona, kterd se p¥i uvedenych teplotéch
ddkledn# propldchne acetdtovym pufrem pH 5,5 e¥ 6,5 (s vyhodou pH 6,0) obsehujicim 0,2 %
Triton X 100, Objem vyplachovecfho pufru zévis{ na mnoZstvi DNK zbylé po ultrecentrifugeci.
B8Zn¥ se'pouZfvd 5 af 20 ml acetdtového pufru na 0,1 ml gelu. Glykoproteinové sm&s, kterd
je v dalsf fézi uvolhovéna z lektinu pomoci « -metyl menosidu nebo jiného cukru, Je proste
bNK. ﬂé;nnost procedury se monitoruje na psralelnim vzorku, ve kterém byle DNK HSV oznedens
3H-thynidinen.

Uvedeny postup je poufitelny obecn® pro p¥{prasvu jakékoliv subvirové vekeiny (p¥ipra-
vovené bud rozstipénim viru nebo infikovenych bungk), kteréd mé bt proste virové DNK e u
které jsou protektivni sntigeny glykoproteinové povahy.

PREDMET VYNLLEGZU

Zpisob odstrafovdni desoxyribonukleové kyseliny ze subvirové vekeiny proti viru herpes
simplex vyznaleny tim, %e se entigenni extrakty 1 aZ 2 hodiny, s vyhodou 1 hod. ultracentri-
fugujl pri 60 a% 150 000 x g, s vyhodou 100° 000 x g & teplotd 0 %c a% 10 °C @ supernatanty
zbavené centrifugaci vEt¥iny DNK se inkubujf s gelem tvo¥enym kulidkemi CNBr-sktivované
agarézy s navdzenym lektinem p¥i velikosti kulilek 60 ef 140 am, agarézové koncentraci
4 % hm. @ koncentraci védzeného lektinu 2 s% 8 mg/ml gelu, pfiZemZ se DNK z kolonky odstrani
acetdtovym pufrem pH 5,5 8% 6,5.
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