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Rezistence viru tésinské nemoci (TDV]} dowvolila pouZit pro purifikaci viru
Fadu ruznych chemickych a fyzikalné chemickych metod bez poruseni jeho
struktury. NejCastéjsim purifikatnim zplisobem byly metody precipitujici virus
jako napf. metanolova precipitace, vysolovanl siranem amonnym, precipitace
rivanolem a Kkysela precipitace vyuZivajici izoelektrického bodu wviru p#i pH
4—5, v nékterych pripadech bylo vyhodné pouZiti kombinace téchto metod (4,
5,6,7,8,11, 12, 15, 16, 21).

Nevirové doprovodné latky je moZno odstranit pii purifikaci riznymi ¢inid-
ly: lipoidni sloZky chloroformem a éterem (4, 11, 12, 15, 16), latky proteinového
charakteru fluorokarbonovymi slouCenimami [(12). Centrifugace byla pouZivana
pFfedeviim k odstranéni hrubSich partikularnich zneciSténin v prvnich fazich
purifikace a pak jako posledni stupen, kdy ultracentrifugaci byl wvirus kon-
centrovan (2, 20).

Z. adsorpcnich Cinidel byl pouZzit pro odstraneni impurit bentonit. Purifikaci
bentonitem se soutasneé sniZzovalo kvantum viru o 1 (14) az 2 log. (1, 19]).

Gelové filtrace ma Sephadexu G-25 bylo pouZito Kk odstranéni soli a mizko-
mojekularnich latek z infekCnich medii tkanovych kultur [13].

Pritomn& prace podava vysledky purifikace TDV z infekCniho média tka-
novych kultur jako vychozilvo materialu, s pouzZitim freonové precipitace,
dialyzy nebo gelové filtrace a chromatografie na DEAE celuloze.

MATERIAL A METODY

Virus: Jako vychoziho materidlu k purifikalnim experimentiim byla pouZita
119. pasaZ avirulentniho klonu A3b viru Kloboukovy obrny — kmen Praha, pri-
pravena na tkanovych kunlturdch bunék PK ve velkém mnozstvi, takZe ke vSem
pokusiim bylo pouZito stejného materialu. |

Tkdriové kultury: Pro pomnoZeni viru a vSechny titraéni pokusy byly pouZity
buriky permanentni linie veprfovych ledvin PK (3]). Zkumavkové Kkultury byly
nasazovany s poctem 50 000 Zivych bunék v objemu 1 ml na zkumavku, kultury
na Petriho miskach o praméru 6 cm s jednim milibnem bunék v objemu 10 ml
(10).

Jako kultivaéniho média bylo pouZivano 0,5 % laktalbuminhydrolyzétu
(LAH) v Earlové roztoku s dvojitou glukdézou (E) a 10 % teleciho séra (TS).
Penicilin a streptomycin byly pfidavany stejnym dilem v koncentraci 100 j. resp.
gama na ml, pH bylo upravovano 7,5 % NaHCO; do koneéné koncentrace 0,38 %
bikarbonatu.

UdrZovaci medium, pouZivané pro infekci kultur, mélo stejné sloZeni s vy-
jimkou séra, které bylo vynechano.

Titrace viru: Titry byly vyhodnocovany na zakladé cytopatického efektu
(TCIDsg) za pouZiti desiti zkumavkovych tkanovych kultur na jedno Fedéni
viru nebo stanovenim poctu plakiormujicich jednotek (PFU]) u titraci na kul-
turach kultivovanych na Petriho miskach (10). V tomto pripadé byl polet PFU




vypocitavan jako prumeér z hodnot odectenych na dvou Petriho miskiach pouZi-
tych pro jedno redeni viru. Vsechny kvantitativni Gdaje byly vztaZeny na 1 ml.

Kromé vychoziho materidlu, ktery byl uskladnén zmrazeny pfi —20 °C,
vsechny ostatni materidly byly bezprostfedné& po ziskdni aZ do doby zpracovani
uchovavéany p¥i +4 °C.

Chromatografie na DEAE celul6ze byla provddéna na kolon& o priméru
1,6 cm opatrené vodnim chlazenim. Kolona byla plnéna do vySe 9 cm. Suspenze
3 g DEAE celuldézy (Watmann, powder DE 50) byla roztfepidna v 0,1 NaOH
a plnéna beZnym zpasobem. Kolona byla opatfena vyménnym rezervoarem
spojenym s kolonou pomoci zabrusové kapacCky. DEAE celuléza byla aktivovana
postupne 1 M NaOH, 2 M NaCl, 0,05 M fosfatovym pufrem pH 7,2 a tridestilo-
vanou wvodou. V jednotlivych pokusech bylo chromatografovdno vZidy 10 ml
vzorku. Naneseny material byl eluovan postupné 60. ml tridestilované vody,
70. ml 0,005 M fosfatoveho pufru pH 7,2, 70. ml 0,05M fosfatového pufru pH 7,2
a konecne 70. ml gradientu 1 M NaCl v 0,05 M fosfatovém pufru (18).

Jednotlivé frakce byly jimany po 10 ml do sterilnich kalibrovanych zku-
mavek, ihned zazdtkovany a ukladany do lednice p¥i +4 °C. Biologicka aktivita
byla testovana bezprostredné po chromatografii, nejpozdéji druhy den.

Freonovd purifikace: Smés stejnych dild centrifugované virové suspenze
a freonu (Ledon CSSR) byla tfepana 10 min ve tFech cyklech. Freon v preci-
pitatech byl oddélen od supernatantniho média s virem pétiminutovou centri-
fugaci pFri 3000 rpm. Freon, virova suspenze i centrifugaéni nddobky s patronami
byly pfedchlazeny na +4 °C.

Dialyza: Material byl dialyzovan proti destilované vod& po 48 hod. pFi
teplotd +4 °C s prib&Znou vyménou destilované vody.

Gelovd filtrace: Pro odstranéni soli z virové suspenze bylo pouZito Sep-
hadexu G-25 (Pharmacia Uppsala). P&t ml suspenze bylo filtrovdno bé&Zné p¥i-
pravenou keclonou o délce 36 cm a priméru 1,75 cm. Objem gelu byl 82,5 cm?3,
mrtvy objem Vg 25 ml, nosny roztok tridestilovana voda.

VYSLEDKY

Ve vSech pokusech byla pouZita jedna SarZe infekéniho média tkafiovych
kultur s titrem viru 10°? TCID 55/ml.

Roux lahvové kultury infikované 100 PFU/bufiku awvirulentniho klonu wviru
veprove obrny A3Db, byly zmrazeny 24 hod. po infekci, kdy kultury byly Gplnd
rozruseny a zbyvaly jen ostriavky kulatych bunék. Po rozmrazeni bylo médium
kultur slito, promiché&no, ponechéano pfi 41 °C po 10 min po dezagregaci shlukfi
virovych castic a centrifugovano pri 3500 rpm po 15 min. Supernatantni tekutina
byla opatrné pirepipetovana a rozdélena po 50 ml do transfiznich nadobek
objemu 100 ml, ve ktergch byl virus uskladn&n do doby pouziti pifi —20 °C,
kdy byl rozmrazen ve 40 °C teplé vod& a ponechén pFi této teploté 10 min pro
rozptyleni event. shluklych wvirovych castic. Takto pFfipravena virova suspenze
byla pak pokladana za vychozi material pro dalSi purifikaéni procedury, titro-
véna jako vzorek Cislo 1 (tab. 1) a paraleln& byl stanoven dusik.

Freonova purifikace vedla jiZ v prvnim cyklu k precipitaci vétSiny makro-
molekularmiho proteinového materialu, pochazejiciho z bunék tkamnovych kul-
tur. Dalsi cyklus freonové purifikace mél jiZ ma rozhrani vodné a freonové
faze precipitat mensiho rozsahu, ve tfetim cyklu jiZ nebyl Zaddny makroskopicky
patrny precipitat.

Ve vodni fazi jednotlivgch cykld freonové purifikace bylo vyhodnocovano
virove kvantum titraci na zkumavkovych a miskovych kulturdch bunék PK.
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Freonova purifikace vedle k urcitému poklesu viru (tab. 1). Analyza ukézala
sniZeni dusiku ve vodni fazi.

Freonovy purifikat byl dialyzovan proti destilované wodé pro odstrandni
organickych nizkomolekularnich latek a soli. Titrace viru ukazala, Ze dialyza
byla bez vlivu na jeho mnoZstvi, chemickéd analyza pak wkazala pFfedpokladané

Tab. 1. Hodnoty dusiku a biologicky prokazatelného viru
v jednotlivych purifikac¢nich stupnich

—

Vzorek | . gama N/ml |{log,,/PFU/ml |log,, TCID,,/ml
Infekéni médium 460 9,2 i 9,5
Infekéni médium | ;

dialyzované 47 | 9,63 9,33
Infekéni médium 4+ FREON 380 8,2 | 8,3

Infekéni médium
+ FREON + dialyza | 36 8,13 8,28

Infekéni médium
+ FREON 4 dialyza
+ DEAE/15 | 11 8.3 8,45

sniZzeni obsahu dusiku. Paralelneé byl stejny virovy purifikat filtrovan sloupcem
Sephadexu G-25 za stejnym ucelem. Odsoleni a odstranéni nizkomolekularnich
latek bylo analogické dialyzaci, virové kvantum gelovou filtraci na Sephadexu
G-25 nebylo sniZeno.

Dalsi purifikac¢ni stupen, chromatografie na DEAE celul6ze, vedl k dalSimu
sniZzeni dusiku zplusobeném jednak Fedénim vzorku na koloné, jednak frak-
cionaci vinového a zbytku mevirového materialu, jak ukazuje graf zavislosti
eluéniho objemu na extinkci prfi 280 a 260 nm (graf 1). Vysledky titraci jed-
notlivych trakci ukazaly, Ze virus je eluovan 0,05 M fosfatovym pufrem v jednom
vrrcholu ve frakcich 15, 16, 17 {graf 1).
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Chromatografie freonového purifikatu bez dialyzace nevedla na DEAE
celuléze k jednorazové eluci viiru. Virova aktivita byla prokazana jiZz v prvinich
frakcich kromé maxima ve frakci 15 a 16, coZz ukézalo na nutnost odstranéni
soll a opodstatnénost pouZiti pufria o velmi mizké iontové sile pro eluci.

MnoZstvi viru po chromatografii na DEAE celuloze ve srovnani s nanese-
nym vzorkem nebylo zretelneé ovlivnéno.

DISKUSE

Afkoliv infekéni médium tkanovych kultur prfedstavuje v porovnani s moz-
komisni suspenzi, uZivané drive jako zdroje viru Kloboukovy obrny, pomérné
velmi Cisty materidl, pfesto obsahuje znedéisténiny, které se ruSivé uplatriuji
v elektronoptickém obraze nebo imunizanich pokusech.

Pro purifikaci viru KO z infekcéniho média tkanovych kultur bylo pouZito
chloroformu s naslednou koncentraci sraZenim metanolem za chladu (5, 6}
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nebo samotné metanolové precipitace (8), s mensi vyhodou siranu amonného
(17).

V masi praci jsme vySli z moZnosti aplikace chromatografické délici me-
tody (17) pro purifikaci vird, dovolujici jednoduchym zphsobem ziskat ¢istémy
virovy material (9].

Rezistence viru KO umoZnila dialyzou proti destilované vodé odstranéni
soll a nizkomolekularnich latek z infek&niho média tkaiiovych kultur bez ztraty
virove aktiviity podobné jako gelova filtrace na Sephadexu G-25 ({13), ktera
poskytovala vyhodu Casové uspory. Dialyzace a gelova filtrace odstrandnim
soll, jako predpokladu pro chromatografii na DEAE celul6ze, umoZnily obejit
dvoucyklovou ultracentrifugaci, jak ji pouZival Hoyer [9].

Prvni pokusy o purifikaci viru KO chromatografii na DEAE celuldze uka-
zaly, Ze infekCni meédium tkanovych kultur, do kterého byl virus uvolnén
disrupci bunék jednorazovym cyklem zmrazeni a rozmrazeni, obsahuje rela-
fivne znacné mnoZstvi proteinti, které bylo t&8%ko kvantitativng od viru odd8lit
pouze chromatografii na DEAE celul6ze. S vyhodou jsme pouZili jednoduché
purifikaCni metody precipitace mevirovych proteinovych impurit fluorokarbo-
nem, Kterda je bez vlivu na wvirus KO, jak prvné ovéfFil Liebenow et al. (12)
na vira z mozkomisni suspenze. Titratni pokusy s jednotlivymi vzorky ze tii-
cyklové precipitace freonem ukéazaly, Ze virus neni nijak podstatné inaktivovan
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a Ze nedochazi k redukci jeho kvanta. V prvnich dvou cyklech bylo odstranéno
maximum primeési, které byly makroskopicky patrné jako precipitat na rozhrani
vodné a freonové faze. Posledni (trfeti) precipitatni cyklus jiZ nevedl k makro-
skopicky patrné precipitaci. Odstranénim soli a nizkomolekularnich latek z vi-
roveé suspenze purifikované [reonem, dialyzou proti destilované vodé nebo
gelovou filtraci, byl material pripraven pro chromatografii na DEAE celuldze.
Obé tyto procedury nevedly Kk podstatnéjsi ztraté wiru nebo jeho inaktivaci
(tab. 1).

Chromatografie ma DEAE celuldze mukazala, Ze predchazejici purifikadni
procedury neodstranuji mevirovy doprovodny material kompletneé, jak bylo pro-
kazano merenim extinkce pri 280 nmm jednotlivych frakci eluovanych z ionto-
meéniCe a prukazem pritomnosti viru v jednotlivych jimanych frakcich. Virus
byl opakované prokazovan pouze v jednom maximu ve frakcich eluovanych 0,05 M
fostatovym pufrem pH 7,2. Po nasazeni gradientu NaCl nebyl jiZ Zadny{ virus,
prokazatelny na tkanovych kulturach, z kolony vymyvan. To ukazuje jednak
na homogenitu virového materialu, nanaSeného na kolonu, jednak, vzhledem
k nizké iontové sile eluCniho cCinidla potfebného pro kvantitativmi vymyti viru
z ontoménice, na bezpodmineCnou nutnost dokonalé dialyzy (nebo jiného zpi-
sobu odstranéni soli), zabranujicich vazbé viru na iontomeénic, a tim vedoucich
k jeho eluci jizZ destilovanou vodou.

Celkové mnoZstvi dusiku bylo sniZeno mami uZitymi purifikatnimi postupy
proti puvodnimu materidlu 42krat. Podstatna ¢&ast proteinovych pfrimiSenin
byla odstranena freonovou precipitaci, nizkomolekularni sloZzky média {zv1aste
aminokyseliny) dialyzou mebo gelovou filtraci na Sephadexu G-25. Nicméne
maxima extinkci pri 280 nm, nalezena v jednotlivych frakcich po chroimato-
gralii na DEAE celulbze, a to i v téch, kde nebyl prokazan wirus, ukazuji, Ze
odstranéni nevirovych bilkovin freonovou precipitaci a dialyzou neni dplné.
Timto byla® oduvodnéna nutnost pouZiti chromatografie jako dalsiho purifi-
Kacniho stupneé, coZ souCasné ukazuji i hodnoty dusiku, je$té dile timto purifi-
kacnim stupném sniZenée.

Stupen punitikace vztaZeny na hodnotu dusiku (tab. 1) ve frakci obsa-
hujici virus je, ve srovnani s jinymi purifikanimi postupy, pouZivajicimi
predevsim mozkomisnich suspenzi jako vychoziho materidlu {12), podstatné

il Sl

vVySSi.

SOUHRN

1. Byl vypracovan purifikacni postup pro virus TéSinské nemoci prasat
(TDV) z infekCniho meédia tkanovych kultur. P¥i punifikaci bylo pouZito de-
proteinace freonem, odstranéni nizkomolekularnich sloZek dialyzou proti desti-
lované vodé nebo gelovou filtraci na Sephadexu G-25 a chromatografie na
DEAE celuldze.

2. Purifikaci bylo dosaZeno 42nasobného sniZeni dusiku.

3. PI'i chromatografii na DEAE celuléze byl virus uvolilovan jednorazove
0,05 M fosfatovym pufrem pH 7,2. |

4. Celkové ztraty wviru mepTekraCovaly v opakovanych pokusech 2 log.

BEBEIBO/H

Ouncrka Bupyca TemmHckoit 6onesnu cuneit (TDV) ma memmonoszse DEAE

Koprmx b, Mapa M., Ilatouxa .

}. Bein sripaboran Merox ouncTkum Bupyca TemuHckoin Gonesuum csuneit (TDV) us uudex-
QUOHHOM Cpenbl TKaHesnlx KyasTyp. IIpm oumcTKe mNpuMeHanach AeNpOTEMHEH3ALUA PPEOHOM.
yCTpaHeHUue HH3KOMOJEKYJAPHBIX KOMIIOHEHTOB € MOMONIBI0 IHAJU34 LIPOTUB IMCTHJLINPOBAHHOI
BONBL, Wy rejesoro ¢uuabTpoBaHus Ha cefamekce [-25, m xpomarorpadus ma menmonose DEAE
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2. OummenueM OblI0 NOCTHTHYTO YMEHBIUEHWs COAep)KaHusa asora B 42 pasa.

3. Ilpn xpomarorpadmu na nemmonose DEAE supyc shicBoSOxmanca omgokparso 0,05 M

¢ocpaTusiM Hydepom pH 7,2.

4. Obmue noTepu BEUpyCa He NPEBHINANN B HOBTOPHLIX onniTax 2 l0g.

Cs. Epidem., 17, 1968, 1.:8—13.

SUMMARY
Purification of Teschen Disease Virus (TDV) on DEAE Cellulose

Korych B,

Mara M., Patodka F.

1. The purification proncedure for Teschen disease virus (TDV] from tissue
culture infectious fluid was developed. It involves deproteination by freon,
removal of low-molecular components by dialysis against distilled water or
gel-filtration on Sephadex G-25, as well as chromatography on DEAE cellulose.

2. The 42 times decrease of nitrogen was achieved By purification.

3. During chromatography on DEAE cellulose the virus was released at
one time by 0.05 M phosphate buffer pH 7.2.

4. The total loses of viras did not exceed 2 log. in repeated experiments.

Cs. Epidem., 17, 1968, 1:8—13.
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