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(564) Sposob pripravy imunosorbentov z polysacharidov izolovanych z kvasiniek

Vyndlez sa tyke odboru chémie, bioché-
mie, .imunologie a mikrobiologie.

Z%elom vyndlezu je priprava nerozpus-
teného imunosorbenta z polysacharidov izo-
lovanych z kvasiniek, ktory mé ty vlast-
nost, %e je schopny sorpne viazat na svo-
jom povrehu bielkovinové protildtky proti
r8znym hubovitym ochoreniam.

Uvedeného ud&elu se dosiashne tak, Ze
polysacharid izolovany z kvasinkovitjch
buniek sa sietuje v alkalickom prostredf
bifyunk&nym reagentom najvyhodnejdie s epi-
chlérhydrinom v mnoZstve 15 a% 30 % hmot.
na hmotnost suchého polysacharidu pri tep-
lotdch do 50 °C. Po zosieteni sa neroz-
pustny polysacharidovy gél suspenduje na
rychloobrétkovom mixéri vq vode na &astice
o veTkosti 80 a¥ 250 mikronov, ktoré sa
potom odfiltrujd, dobre premyji vodou a
voda sa vytesni orgenickym rozpiStadlonm
s vyhodou etanolom alebo acetonom.

Zosieteny vysuSeny polysacheridovy
imunosorbent md napidaci objem vo vode
4 a% 8 ml/g a je vhodnym nosi¥om pre izo-
ldciu a purifikdciu protildtok uZinnych
proti r8znym hubovitym ochoreniam.

Vyndlez md vyufitie v humdnnej i ve-
terindrnej medicfne pri izoldecii protiléd-
tok proti réznym hubovitym ochoreniam.
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Vynélez sa tyke sp8sobu pripravy imunosorbentov z polysacharidov izolovanych z kvasi-
niek.

Hlevnou imunologicky akt{vnou zlo¥kou kvasiniek a kvasinkovitych mikroorgenizmov si
mandny, alebo mendzu obsehujice heteropolysacharidy ako galaktomandny, glukomandny, gluko-
r6noxy16manény, ktoré sa nachddzejd na povrchu buniek tychto mikroorganizmov. Mendny pato-
génnych druhov rodu Candida si vysokovetvené polysacharidy, ktoré majd v hlavnom retazi
a (1-6), v bo¥njch retazoch « (1-2), pripadne «(1-3) glykozidické vazby. Imunodominantnou
skupinou tfchto eantigénov si bo¥né retazce sklmdajice sa z 5-6 mandzovfch jednotiek visza-
ngch (1-2) glykozidickymi vazbami (S, Suzuki & H., Suneyama: Jap. J. Microbiol. 13, 95
/1969/).

Imunqlogicky sktivne polysacharidy mikroorganizmov sa izoluji zo %ivného média nie-
koTkondsobnym zrdZanim etanolom, z biomasy kvasiniek extreakciou s hydroxidom draselnym
o koncentrdcii 2 % hmot. (P. A. J. Gorin a J. F. T. Spencer: Adv. Appl. Microbiol., 13, 25
/1970/) alebo s 0,2 M chloridom sednym (0. 5ikl a spol.: Coll. Czechoslov. Chem. Commun,
- 35, 2 969 /1970/) pri zvySenej teplote. Uisté mendny sa zfskavajl ndslednym niekorkonésdb—
nym sréfanim rozpustnych polysacharidov Fehlingovym roztokom. Vytaiky imunologicky aktfv-
nych mandnov s vZak veImi nfzke a vzhTadom na pdvodni biomasu nepresahuji 5 % hmot.

Mandny patogénnych kvasinkovitych mikroorganizmov si vo vode dobre rozpustné a nedaju
se priemo pou¥it na pripravu pevnych sorbentov. Aby se ziskali vhodné nerogpustné sorbenty
Je potrebné polysacharidy z kvasinkovitych mikroorganizmov vhodne modifikovat sietovanim
(L. Kuniek, R. H. Marchessult: Starch 24, 110 /1972/), a to tak, aby imunodominantné sku-
piny polysacharidu boli zachovené pre imunosorpeiu épécifickyeh protildtek z krvného séra.
Molekulové hmotnost mendnov polysacharidov kvasinkovitych mikroorganizmov je relativne
nizke a pohybuje sa medzi 15 000 aZ 30 000. Na jednej molekule polysacharidu sa nachddza

-niekoTko determinantnych skupin, aviak len &ast z nich sa ziastnuje épecifickej imunolo-
gickeJ reakcie entigén - protildtke. (J. Sandula a M. Vojtkovéd: Folia Microbiologica, 19,
94 /1974/). Zosietovanim mandmu dochdédze eSte k hustejsiemu rozloZeniu determinantnych
skupin v makromolekule manénu, tekZfe Zast skt{vnych centier imunosorbenta sa nezuZastnuje
interekcie antigén - protilédtka z priestorovych dévodov.

Imunologicky sktivne mendny sa vyskytuji v bunkovych stendch kvasiniek v komplexe
s bielkovinemi a imunologicky neektivnym glukanom (C. E. Ballau: Adv, Microbiol. Phys. 14,
93 /1976/). Uplné odstrénenie tychto sprievodnych biopolymérov nardfa na tafkosti a vy¥a-
duje zloZity purifikedny proces. Zistili sme, Ze pre pripravu G&inného imunosorbentu nie
Je potrebné manén udplne purifikovat, malé mnoZstvo bielkoviny a glukénu nie je na zdvadu.
Purifikednymi stupnemi jednak klesé vyteZok polysacharidu, kless jeho molekulovd hmotnost
%o steZuje u¥inné zosietovanie polysacharidu a nie zanedbateInou mierou klesd poZet imuno-
dominantnych skupin schopnych viezat homoldgne protildtky, preto je vyhodnejsie pousit
polysacharid len Zlastolne purifikovany s vy3Zou molekulovou hmotnostou. .

Podstata vyndlezu spodiva v tom, Ze‘polysacharid izolovany 2z kvasinkovitych mikroorga-
nizmov s vfhodou Candida albicans alebo Candida tropicalis sa v prvom stupni zosietuje
bifunk&nym sietovacim reagentom s vyhodou 1-chlér-2,3-epoxypropanom v mnoistve 15 a3 30 %
hmot. na hmotnost polysacharidu v alkalickom prostredf a v druhom stupni sa zosietovany
polysacharidovy gél podrobf vodneJ dispergécii vo vysokoobrdtkovom mixéri za suilasnej neu-
tralizdcie voInych alkdlif{ a v tretom stupni sa premyté nerozpustné polysacharidové Zastice
odvodnia na filtri alkoholem a vysuia pri teplote do 60 ©C.

Takto pripraveny nerozpustny polysacharid s veTkostou &astic 80 a% 250 um je vhodnym
imunosorbentom pre izoldciu protildtok proti rdznym hubovitym ochoreniem.

Najlastejsim pdvodcom mykotickych ochorenf u Tudf je Candide albicans, na ktoré pripa-
dé vySe 80 % patologickych mikrobiologickych ndlezov. Zbytok tvoria mikroorganizmy eko
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Cendida tropicalis, C. stellatiodea, C. guilliermondi, C. parapsilosis, C. famata a iné.

" Mnohé druhy Candida majui totoZné alebo podobné’ antigénne zloZenie asko C. albicans, séro-

logicky sd taZko rozliZitePné a na mikroorganizmy tejto sérologickej skupiny pripadd aZ
90 % vietkych kandiddéz. Vzhladom na to, %e mnohé Cendide albicans su silno patogénne, tak
ich kultivédcia za \d¥elom pripravy imunologicky skti{vnych polysacharidoé sa mus{ robit za
prisne sterilnych podmienok, &o zvy3uje ndklady pripravy biomasy.

Preto je vyhodné pre tieto iigely pouZit kmen C. tropicalis, ktory sa priemyslovo po-
uffva na vyrobu krmného droZdia, je nepatogénny alebo len médlo patogénny & naviac dobre sa
kultivuje na r8znych odpadnych 1ignoceluldzovych materidloch. Manén z C. tropicalis pou¥i-

.ty ako imunosorbent zachytf protildtky séra homolégteho druhu ako aj 3pecifické létky vy-

tvorené mikroorganizmemi v6Zi mendnom uvedenej séro-skupiny.

Sietevanie polysacharidu z buniek kvasinkovitych mikroorganizmov je vyhodné prevédzat
za takfch reak¥nych podmienok, %e optimdlne mnoZstvo sietovacieho reagentu je 10 ai 30 %
hmot. na hmotnost suchého polysacharidu, pri koncentrdcii 5 a% 8 % hydroxidu sodného ako
alkelického katalyzdtoru a koncentrdcia polysacharidu v reak&nom médiu mé byt 15 a% 30 %
hmot. aby sa ziskal gél a nepilacim objemom 4,5 eZ 8,0 ml/g polysacharidu. Sietovanie Je
v§hodné viest najprv pri teplote 20 a% 30 °C po dobu 1 a% 2 hodin a v druhom stupni reakd-
ni teplotu zvysit na 50 OC pri ktorej teplote je reakcis ukonlend za 1 hodinu. Zosieteny
polysacharid sa podrobi mokrej defibrécii v rychloobrétkovej mie3afke. Aby sa dosiahla
optimélna veTkost ¥astfc (80 a¥ 250 mikrdnov) oby¥ajne sta¥{ doba 30 a%f 60 sekund podla
vysky obrédtok defibrédtora. Pred defibrdciou je ddelné do vodného média pridat kyselinu
octovi na neutralizéciu voInych alkélif. Bez neutrslizdcie by sa ziskal veIlmi Jemny gél,
ktory zle filtruje e nie je vhodny pre précu na koléne.

NajvaZSou vyhodou nového postupu je vSak skuto¥nost, Ze umoZnuje pripravit novy vyso-
kouZinny imunosorbent, pomocou ktorého sa dajui izolovat v principe jednoduchym sp8sobom
%iadané protilétky z biologickych materidlov, ktorych izolécia inymi postupmi je podstatne
nékladnejsia a zloZitejsia. ~

Novy# postup mé daldie vfhody v tom, %e pouifva nepurifikovany polysacharid, ktory po
zosieten! mé dostatok voInfeh imunologicky aktivnych skupin schopnych efektivne viazat
protildtky z biologickych materidlov.

Dalsou podstatnou vyhodou je, %e md%e vychéddzat i z nepatogénnych kmenov, ktoré sa
priemyslovo vyuiivaji pre produkciu krmnych kvasnic, 8o podstatnou mierou zlep¥uje ekono-
mickd strénku vyrobného postupu.

DalBie prednosti a detaily nového postupu sd zrejmé z prikladovej Sasti postupu, kto-
ré nie je vy¥erpdvajica, ale len demondtrujics podstatné znaky nového postupu pripravy imu-
nosorbenta vhodného na izolovanie protildtok proti mykotickym ochoreniem sp8sobenymi kva-
gsinkovitymi mikroorgenizmemi rodu Candida.

Prf{klad 1

10 g surového, suchého polysacharidu izolovaného z buniek kvasinkovitych mikroorga-
nizmov Candide tropicalis sa zvih&f s 20 ml destilovanej vody @ nechd sa 5 eZ 10 minit
napuliavat., Potom sa prid4 4 ml hydroxidu sodného o koncentrédcii 40 % hmot. dobre sa za- °’
mieda a nechd sa rozpustat, af je rosztok homogénny bez zjavnych nerozpustnych Zastic, %o
oby¥ajne netrvd viac ako 10 aZ 15 minit. Potom sa pridd 3 ml 1-chlér-2-3 epoxipropinu
(epichlorhydrin) a dobre sa zamieda tek, aby sietovacf reagent bol homogénne distribuoveny’
v celom objeme reak&nej zmesi. Reak&nd benku uzavrieme a nechéme resgovat pri teplote la-~
boratéria 1 a% 2 hodiny, potom zvfiime teplotu postupne na 50 °C a pri tejto teplote neché-
me reskint zmes reagovat bez mieXanis 1 hodinu, nae¥o zosieteny polysacheridovy gél mixuje~
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me vo vode (do ktorej sa pridéd kyselina octovéd na neutralizdciu vornych alkdlif) asi 30

aZ 60 sekind v rychloobrdtkovom mixéri, na fastice o velkosti 80 a% 250 mm. Nerogpustny
polysacharidovy gél sa niekolkonésobne dekantuje od najjemnejifch podielov, ktoré by velmi
" zvySovali odpor pri prdci v koldéne. Dekantované a dokonale premyté gélové tastice sa na
f£iltri odvodnia postupne etanolom, resp. acetdnom a vysusia pri teplote do 60 °C. NapiZact
objem pripraveného imunosorbentu je okolo 6 a¥ 7 ml/g a je vhodny pre imunosorbenciu ‘pro-
tildtok z biologickych tekutin,

Prikled 2

Postup podPa prikledu 1 s tym rozdielom, %e pri sietovani pou%ijeme polovi¥né mnoZstvo
vody, hydroxidu sodného a sietovacieho reagenta, priZom ziskame polysacharidovy gél s ne-
pidacim objemom 4 a¥ 5 ml/g. Gé1l mé lep¥ie hydrodynamické vlastnosti pri prdci na koldne
pri nezmenene] absorp&nej kapacite protildtok.

’

Priklad 3

Postup podl'a prikladu ! s tym rozdielom, Ze ako imunologicky aktivny polysacharid sa
pouZije polysacherid izolovany z mikroorgenizmu Candida albicans. Zosieteny polysacharid
mé obdobné vlastnosti ako zosieteny polysacharid izolovany z Candida tropicalis.

Pri{klad 4 )

Postup ako v priklade 1 s tym rozdielom, %e sa pre sietovanie pou%il 3-ndsobne pre-
tisteny polysacharid z Cendidas tropicalis. Roztok polysacharidu bol mdlo viskézny pri rov-
nakej koncentrdcii a velmi zle se sietoval, mal vysoky napifacf{ objem po zosieteni a pri
préci na koldne sa ¥iastoZne rozpistal. Pre izoldciu protildtok sa ukdzal ako nevhodny.
Tento priklad slu%i ako zrovndveci prfklad, ktory dokumentuje, fe pre imuncsorbenty je -
vyhodnejsi surovy, nepurifikoveny polysacharid z kvasinkovitfch mikroorgenizmov.

Popisand metdda pripravy imunosorbentov z mikrobidlnych polysacharidov je univerzélna,
m8%e byt pouZitd nielen pre kendidy, ale pre TubovoXny imunoélogicky aktivny polysacharid.

Vynélez mé pouZitie v zdravotnictve pri d8kaze, izoldeii a purifikdeii d&inngch pro-
tildtok z biologického meteridlu pri mykotickych ochoreniach ako i v alergologii.

PREDMET VYNLKLEZU

Spdsob pripravy imuncsorbentov (imunoafinantov) z polysacharidov izolovanych z kva-
sinick vyznadeny tym, Ze polysacharid izolovany z kvasinkovitych mikroorgenizmov s vyhodou
druhu Candida albicans alebo Candida tropicalis sa v prvom stupni zosietuje bifunkZnym
sietovacim remgentom s vyhodou 1-chlér-2-3 epoxypropénom v mnoZstve 15 a% 30 % hmot. na
hmotnost polysacharidu v alkelickom prostredf a v druhom stupni ss zosieteny polysachari-
dovy gél podrobi vodnej dispergdcii vo vysokoobrdtkovom mixéri za silasnej neutraligdcie .
vornych alkdlif a v tretom stupni sa premyté nerozpustné polysacharidové Eastice odvodnia
na filtrl etanolom a vysuZia pri teplote do 60 %c.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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