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(57) Re3eni se tyki faktoru za&itku mikrobiélni replikace, jakoZ
i zplisobu jeho stanoveni a pouZiti. Faktoru zatétku mikro-
bidlni replikace se mfiZe pouzivat pro stimulaci ristu bakte-
rif v suspenzi nmebo vézanych k povrchu. Také lze
identifikovat &inidla, kterd inhibuji nebo povzbuzuji
d¢innost faktoru zal4tku mikrobidlni replikace. Pfedmétem
fedeni jsou také zpfisoby o3etfeni nebo regulace riistu bakte-
rif, které jsou vazany k povrchlim. Jak proliferace, tak meta-
bolismus bakterif, které jsou pfilnuty k povrchiim, jsou
nezfvislé na &ase a doddvce Zivin. Rist adherentnich bakte-
rif je zévisly na hustoté. ReSeni se také tyk4 zplisobu predvi-
déni, kdy budou bakterie pfilnuté k povrchu vykazovat
rychly riist. Déle jsou pfedmétem feSeni kmeny transformo-
vanjch bakterii a zplisoby jejich pouZiti pro méfeni mikro-
bislniho rlistu za pfitomnosti nebo nepfitomnosti faktoru
zaddtku mikrobidlni replikace. Tyto transformované bakte-
rie obsahuji bakteridlnf reporterovy gen pod kontrolou pro-
motoru, jehoZ exprese je koordinované regulovina riistem
bunék.
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Zpusob predvidani, kdy budou bakterie pfilnuté k povrchu

vykazovat aktivni riast

Oblast techniky

Vynalez se obecné tykd faktoru replikace mikrobl a
) zpisobl inhibice nebo povzbuzovéni rustu mikroorganismu.
Jeden zpusob zahrnuje 1léEbu nebo potlacovani bakteridlni
infekce vyvolané adherentnimi bakteriemi, které jsou pfipo-
jeny k povrchum. Jiny aspekt vyndlezu se tyka zpisobu lécby
nebo potladovani infekce adherentnich bakterii na povrchu
zubl nebo internich implantovanych povrs$ich. Dalsi aspekt
vyndlezu se tyka pfipravku vhodného pro pouZiti k inicia-
ci aktivniho &i rychlého rustu nebo replikace bakterii a
novych kmenu bakterii pro zkouseni tohoto pripravku. Jesté
dalsi aspekt vynalezu se tyka zplsobu potlacovani aktivniho
¢i rychlého rustu adherentnich bakterii za pouziti priprav-

ku, ktery iniciuje &i zahajuje aktivni rust bakterii.

Dosavadni stav techniky

Lécba a potladovani bakteridlnich infekci je v

ohnisku z&jmu moderniho vyzkumu. Zavedeni a Siroké pouZi-

. vani antibiotik vybavilo lékare rUznymi mocnymi nastroji pro
1éébu a potlacdovani bakteridlnich infekci u pacienti. Pres
obrovsky rozsah vyzkumu a pfes Cetnost farmaceutickych pro-

st¥edkl pro potladovdni bakteridlnich infekci nejsou pro-
blémy vztahujici se k 1é¢bé a potlacovani bakteridlnich
infekci odstranény. Tak napriklad $iroké pouzivani anti-
biotik vedlo k vyvoji kmeni patogennich organismi, které
jsou resistentni viéi vétsiné bézné pouzivanych antibiotik.
Kromé toho zvySujici se pocet pacienti se sniZenou imunitou
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je novou vyzvou pro lékare. Lékari mimo to jiZ dlouho védi,
3e pritomnost cizich zarizeni, jako jsou dentdlni implanta-
ty, umélé srdeéni chlopné nebo katetry, predstavuje pro
pacienta zvySené riziko bakteridlni infekce. Potladovani
infekci v pfipadech, do nichZ jsou zataZena takovd cizi

télesa, je komplikované.

Samozfejmé se vSak odekava, Ze implantace ruznych

zarizeni bude pokracovat s tim, jak se bude vyvijet pokrok v
biomateridlech a implantadnich technikdch. Pres ocekavany
narust pouzivani implantovanych biomateridlu vSak nejsou

k dispozici Géinné metodologie a farmakologicka €inidla pro
potladovani bakterii vyskytujicich se ve spojeni s témito
materidly.

Potladovani bakteridlniho zamoreni a rustu bakte-
rii na povrsich je problematické zejména z toho duvodu, 2Ze
povaha bakteridlniho zamofeni povrchi neni dobfe znama.
PrestoZe pakterie maji sklon k zamofovani povrchu témér
véech dostupnych predmétl, jen mdlo je znamo o potladovani
bakterii na téchto povrs$ich nebo o faktorech, které prispi-
vaji k ristu bakterii na téchto povrsich.

Predpokldada se, Ze vyznamny mechanismus, ktery se
uplatriuje pri rozvoji bakteridlni biomasy na dostupnych

povrsich, zahrnuje

1) prilnuti indigennich bakterii ke specifickym
- receptorum pelikuldrnich povrchu skloviny a

2) rust nebo déleni adherentnich (p#ilnutych)
bakterii. ’

Predpoklada se také, Ze rust adherentnich bakterii
je velmi pomaly.



Bylo pozorovadno a publikovano, Ze bakterie prilnu-
té k povrchim se podstatné 1i$i od bakterii, které jsou v
roztoku, nebo které nejsou vazany k povrchu. Tak napriklad
bakterie, které jsou v roztoku jsou citlivéjsi na antibio-
tika ve srovndni s bakteriemi pfilnutymi k povrchim. Poro-
zuméni procesUm rustu pfilnutych, tj. adherentnich bakterii
a zpUsobuim, jakymi bakterie 1lnou k povrchu, je tedy potfebné
pro Uspésnou léCbu a potlac¢ovani bakteridlnich infekci,

které jsou primo nebo neprimo spojeny s povrchy.

Kromé toho, nebyly ani identifikovany nebo dobre
charakterizovany faktory mikrobidlniho rustu, které jsou
dilezité pro stimulaci ristu populace bunék nebo inciace
rustu jednotlivych bunék. Identifikace faktori mikrobidl-
niho rustu z bakteridlnich bunék rostoucich na povr$ich nebo
v suspenzi by se mohla stat dulezitym prostredkem pro sti-
mulaci rustu bakterii nebo inhibici rustu bakterii v suspen-
zi nebo na povrsich.

Zrejmé tedy existuje potfeba porozumét bakteridl-
nimu ristu na povrchu biomateridlu a takovy rist predvidat,
a také potreba vyvinout uUc¢inny zpusob potladovéni prolife-
race a metabolismu bakterii prilnutych k takovym materidlum.
Dale téZ existuje potrfeba identifikovat a charakterizovat
faktory mikrobidlniho rustu, aby bylo moZno stimulovat nebo
inhibovat rist bakterii na povrsich.

Podstata vynalezu

Vynalez predstavuje nové reseni vyse uvedenych
problémi spojenych s potladovanim bakteridlniho rustu na
povrsSich (napriklad jako soucadst 1é&by), které se opira o
novy poznatek, Ze rist bakterii na povrchu materidlu je
zdvisly na hustoté bakterii. Pokud se hustota adherentni
bakteridlni populace nepribliZi hustoté, kterda je spojena




se zvySenym pomérem aktivné rostoucich bakterii k Zivota-
schopnym bakteriim, je bakteridlni rust nepodstatny. Jinymi
slovy, vyznamnd proliferace a metabolismus bakterii pril-
nutych k povrchim biomateridli jsou nezadvislé na Case

a dodavce Zivin.

Jednim aspektem tohoto vyndlezu je zpusob predvida-
ni, kdy budou bakterie vykazovat aktivni rust na povrchu,
jeho% podstata spo&iva v tom, Ze se stanovi hustota prvni
populace Zivotaschopnych bakterii na povrchu, potom se
hustota prvni populace porovnd s hustotou druhé populace
obsahujici stimulovany nebo zvysSeny pomér aktivné rostou-
cich bakterii k Zivotaschopnym bakteriim, pfednostné pri
hustoté v rozmezi od asi 400 000 do asi 6 300 000 bakte-
rii/mm2. Aktivni bateridlni rust je moZno predvidat, kdyz
je hustota prvni populace vyS$sSi neZ hustota druhé populace.
Tohoto zplUsobu se miZe s vyhodou pouzivat k méreni rastu
pakterii na povriich. Pomér aktivné rostoucich bakterii
k Zivotaschopnym bakteriim v dané populaci je moZno stano-
vit zpusoby popsanymi v pfikladu 1, ktery je uveden dale.

Dalsim aspektem tohoto vyndlezu je zpusob predvi-
dani rychlého zvyseni rustu bakterii na povrchu, jehoZ
podstata spoéiva v tom, Ze se stanovi hustota populace
Zivotaschopnych rostoucich bakterii na povrchu, dale se
stanovi populace aktivné rostoucich bakterii na povrchu,
vypoditd se pomér aktivné rostoucich bakterii k Zivota-
schopnym bakteriim na povrchu, pricéemZ aktivni bateridlni
rust na povrchu se predvida, pokud pomér aktivné rostoucich
bakterii k Zivotaschopnym bakteriim leZi v rozmezi od asi
5 x 104 : 1 do asi 20 x 1072 : 1. Prednostni pomér aktiv-
né rostoucich bakterii k Zivotaschopnym bakteriim leZi v
rozmezi od asi 20 x 10™% : 1 do 40 x 1074 : 1.



Dalsim aspektem vyndlezu je zpusob inhibice bak-
teridlniho rustu na povrchu, jehoZ podstata spoc¢iva v tom,
Ze se bakteridlni rust reguluje tak, aby se hustota popu-
lace udriZovala pod hustotou populace spojenou se zvysenim
nebo stimulaci poméru rostoucich bunék k Zivotachopnym
bunikdm v této populaci. Jednd se tedy o regulaci na hod-
notu, pri niZ rust, ktery je zAavisly na hustoté jiZ neni
stimulovan. Bakteridalni rust je moZno regulovat omezenim
styku bakterii s ¢éinidly povzbuzujicimi pfilnuti, jako jsou
uhlohydraty, nebo modifikaci hydrofobicity povrchu.

Kromé zpusobl uvedenych vyse, jsou predmétem vyna-
lezu také pripravky a zplUsoby pro potlad¢ovani nebo lécbu
bakteridlnich infekci. Predmétem vyndlezu je tedy také pri-
pravek obsahujici faktor zac¢dtku mikrobidlni replikace
(faktor SMR), ktery iniciuje ¢i zahajuje procesy aktivniho
ristu bakterii prilnutych k povrchu , pric¢emZ pokud je
faktor zacatku mikrobidlni replikace izolovéan, vykazuje
molekulovou hmotnost nizsi neZ 3 000 (pri méreni filtraci
pres membranu s uréitou vylucdovaci mezi molekulové hmotnosti
(size exclusion membrane filtration). Izolovany faktor SMR
je také odolny viéi zpracovani v autoklavu, zmrazeni
a lyofilizaci.

Prostrfedek obsahujici faktor SMR se muZe vyrobit
tak, Ze se vytvori kultura sanguis streptococci a z kulti-
vaéniho média se izoluje extraceluldrni materidl v dobé, kdy
jsou bakterie ve fazi aktivniho ristu. Pro vyrobu faktoru
SMR se hodi jak suspenzni, tak agarové kultury sanguis
streptococci. Prednostni bakteridlni kmeny zahrnuji Strepto-
coccus gordonii kmen, Challis, prirustkové c¢islo sbirky
ATCC 35105 (drive S.sanguis) nebo E. coli 149, prirustkové
¢islo sbirky ATCC 55535.




Pritomnost faktoru SMR je moZno snadno urcit mnoha
metodami, jako je metoda, p¥i niZ se latka obsahujici faktor
SMR uvede do styku s bakteriemi pfilnutymi ke kousku sklo-
viny potaZené slinami, provede se inkubace skloviny pokryté
bakteriemi a stanovi se aktivni rist na zékladé zavedeni
(inkorporace) nukleotidl znacenych radioisotopem do bakte-
ridlnich bunék zplsobem popsanym Vv prikladu 1.

2 jinych metod stanoveni faktoru SMR je moZno uvést
méfeni nartstu poméru aktivné rostoucich bunék imobilizova-
nych na povrchu za pritomnosti faktoru SMR ve srovnani s po-
pulaci bakterii, na kterou se faktorem SMR nepusobi. Bunky
mohou byt gram-pozitivni nebo gram-negativni, ale prednostné
se jedna o Streptococcus gordonii Challis ATCC ¢&. 35105.
Také se miZe pouzit transformovanych bakteridlnich kmeni,
které obsahuji integrovany bakteridlni reporterovy gen pod
kontrolou promotoru, jehoZ exprese je koordinované regulo-
vadna ruistem bunék.

Faktoru SMR se také miZe pouzit pri zpusobu zvyso-
vani poméru aktivné rostoucich bunék k Zivotaschopnym bunkam
v dané populaci, pfednostné na hodnotu poméru asi v rozmezi
od 5 x 1074 : 1 do 20 x 1072 : 1. Stimulace mikrobialniho
ristu miZe byt dulezita v mnoha prﬁmysloVYch a diagnostic-

kych situacich.

pPredmétem vynalezu je dile také zplusob zvySovani
dd&innosti antimikrobidlnich éinidel, jehoZ podstata spociva
v tom, Ze se bakterie uvedou do styku s antimikrobidlnim
¢inidlem a faktorem SMR, za ucelem iniciace aktivniho rustu
téchto bakterii.

Predmétem vyndlezu je ddle také zpusob identifikace
&inidel inhibujicich nebo stimulujicich faktor SMR. Cinidla
inhibujici aktivitu faktoru SMR by mohla predstavovat nova



chemoterapeuticka ¢inidla a ¢éinidla stimulujici aktivitu
faktoru SMR by mohla predstavovat jiné nové faktory mikro-
bialniho rustu.

Predmétem vyndlezu je dale také geneticka kazeta a
transformovand bakterie s touto integrovanou genetickou
kazetou. Geneticka kazeta podle vyndlezu se sklada z prvni
sekvence DNA kédujici bakteridlni reporterovy gen pripojené
k 3' konci druhé sekvence DNA, kterd se hybridizuje ke genu
nebo ¢asti genu, jehoZ exprese je koordinované regulovana
bakteridlnim rustem. Druhd sekvence DNA zplUsobuje integraci
genetické kazety nebo jeji ¢asti do genu v bakteridlnim
chromozomu. Transformované bakteridlni kmeny obsahuji gene-
tickou kazetu integrovanu do bakteridlniho chromozomu
v misté pod kontrolou promotoru, jehoZ exprese je koordino-
vané regulovana rustem buriky. Transformovanych bakteridlnich
kmenl je moZno pouZit pri zpusobu méfeni mikrobidlniho rustu
za pritomnosti nebo za nepritomnosti faktoru SMR na zakladé
monitorovani exprese produktu bakteridlniho reporterového
genu, poc¢itano na buriku a jednotku &asu.

Prehled obr. na vykresech

Na obr. 1A je uvedena grafickd reprezentace aktiv-
niho rustu bakterie na zubnim implantdtu in vivo v situaci,

kdy se hustota bakteridlni populace bliZi hustoté pribliZné
v rozmezi od 2 500 000 do 3 200 000 [105+4-6/5) pakterii/mm2.

Na obr. 1B je zndzornéna grafickd reprezentace na-
syceni pelikuldrnich vazebnych mist skloviny, k némuz
dochazi béhem prvnich dvou aZ osmi hodin na in vivo dentdl-
nich implantdtech. Oralni fléra nasyti tyto povrchy s husto-
tou 200 000 aZ 630 000 [10°/3 az 10°/8] bakterii/mmZ2.




Na obr. 2 je uvedena grafickd reprezentace aktiv-
niho rustu bakterii na in vivo dentdlnich implantatech za
pritomnosti sacharosy (&tverecky), glukosy (trojﬁhelniéky)
nebo vody (koleéka) za situace, kdy se bakteridlni populace
blizi hustoté v rozmezi od asi 2 500 000 do 3 200 000
(106+476,5) pakterii/mm?.

Na obr. 3 je uvedena grafickd reprezentace porovna-
ni celkového poétu Zivotaschopnych bakterii v ustech na
neosetrené skloviné nebo skloviné oSetrené natriumoktade-
cylsulfatem. ’ '

Na obr. 4 je uvedena grafickd reprezentace aktiv-
niho bakteridlniho rustu na povrchu skloviny hovézi dobytka,
dentalniho dostavbového materidlu vytvrditelného svétlenm,
VISIO-DISPERS (ESPE-Premier, Norristown, PA, USA) a dental-
niho dostavbového materidlu SILUX (3M, St. Paul, MN, USA)

v situaci, kdy se hustota populace na kterémkoliv z téchto
povrchi bliZi hodnotd 2 500 000 do 3 200 000 [108/476:5)
bakterii/mm?2.

Na obr. S5A je znazornéna imobilizace radioaktivnim
izotopem znadené bakterie Streptococcus gordonii kmene
Challis (prirtstkové éislo sbirky ATCC 35105) (hvézdiéky)

a Streptococcus parasanguis PW213 (plnd koleéka) na miskach
aktivovanych maleinanhydridem v zdvislosti na poctu bunék

na mmz.

Na obr. 5B je zndzornéna vazba radioaktivnim izo-
topem zna&ené bakterie Streptococcus gordonii kmene Challis
(prirtstkové éislo sbirky ATCC 35105), v zavislosti na hus-
toté bunék/mmz, k celkem trem povrchim: k povrchu stripo-
vaci misky z polystyrenu aktivovaného maleinanhydridem
(prazdné é&tveredky) (Reacti-Bind, Pierce, Rockford, ILL,
USA); k povrchu stripovaci misky Immulon (prazdné kosoétver-



ce) (Dynatech Labs) a k povrchu stripovaci misky s jamkami
pro zkousky ELISA (Easy Wash) (plné krouzZky) (Corning, NY,
Usa).

Na obr. 6 je zndzornéna inkorporace [3H-methyl]-
thymidinu do S. gordonii kmene Challis (prirustkové &islo
sbirky ATCC 35105) za pfitomnosti izolovaného faktoru SMR
(hvézdicky) a kontrolniho Todd-Hewittova media (TH) (&tve-
recky) v zavislosti na dobé inkubace faktoru SMR nebo média
TH. Sipkou je oznadena doba sklizné pfi prednostni zkousce
in vitro bakteridlni replikace.

Na obr. 7 je zndzornéna genetickd a fyzikdlni mapa
plasmidu pMSPl6Samy. Tento plasmid byl zkonstruovan ligaci
fragmentu DNA, ktery je homologicky k vnit¥nimu segmentu
streptokokového genu 16s rRNA, do pRQ200 zpusobem uvedenym
v tomto popisu.

Na obr. 8 je zndzornéna predpoklddand struktura
chromosomdlni rDNA S. gordonii Challis obsahujici bezpro-
motorovy amylasovy gen fuzovany k 16s rRNA promotoru (ozna-
¢enému P) po integraci pMSP16Samy do chromosomu Challis
homologickou rekombinaci.

Nasleduje podrobnéjsSi popis tohoto vyndlezu.

Vynalez se tyka zpusobu ovliviiovani a potladovani
rustu bakterii, které jsou pripojeny ¢i pfilnuty k povrchim
biomateridli. Dale se vyndlez tyka zpusobl stanoveni, za
jakych podminek a za jakou dobu budou bakterie vykazovat
zvysSeny, stimulovany, aktivni &i rychly rust na povrchu.
Aktivni rist bakterii ma primy vztah k hustoté populace.
Rust zavisly na hustoté je spojen se zvysSenim poméru aktiv-
nich rostoucich bunék k Zivotaschopnym bufikdm obsaZenym v
dané populaci. Pomér poétu aktivné rostoucich bunék k poctu




_lo_

2ivotaschopnych bunék v dané populaci se miZe stanovit ruz-
nymi metodami, ale pfednostné se méfi pomoci zavddéni radio-
izotopem znaceného nukleotidu do bunééné DNA. Stimulace
obsahu aktivné rostoucich bunék vede k hodnoté poméru poétu
aktivné rostoucich bunék k poctu Zivotaschopnych bunék

od 5 x 1074 : 1 do 20 x 1072 : 1, prednostné od 10 x 1074 :
1 do 40 x 104 : 1. Aktivniho rustu zavislého na hustoté je
mozno dosdhnout, kdyZ md prirodni, prevainé streptokokova
populace bakterii o velikosti, kterd se bliZi 1 aZ 2 um,
hustotu populace pribliZné v rozmezi od asi 400 000 (105'6)
do asi 6 300 000 (106'8) bakterii/mmz. Prednostni hustota
populace leZi v rozmezi od asi 2 500 000 do 3 200 000
(106'4'6'5) bakterii/mmz.

Vyndlez se ddle tyka faktorui mikrobidlni replikace,
coZ jsou &inidla nebo produkty, které iniciuji ¢éi zahajuji
ristové éi replikaéni procesy v bakteriich. Variace a modi-
fikace téchto faktorl mikrobidlni replikace umoZnuji regu-
laci podminek a doby, kdy bakterie budou vykazovat aktivni
rast. Vyndlez se tyka zpusobu stanoveni d¢inku faktoru
mikrobidlni replikace na buiky a zpusobl identifikace &ini-
del, kterad inhibuji nebo stimuluji faktory mikrobidlni
replikace. Dale se vynalez tyka také pouziti faktoru mikro-
bialni replikace pro stimulaci nebo inhibici mikrobidlniho
ristu na povrsich nebo v suspenzi. P¥i zplsobu méfeni mikro-
bidlniho rustu za pritomnosti nebo za nepfitomnosti faktoru
mikrobidlniho rastu je moZno pouzit novych kmenul bakterii.

Vyndlez se ddle také tyka genetickych kazet
a transformovanych bakteridlnich bunék. Geneticka kazeta
podle vyndlezu obsahuje prvni sekvenci DNA, kterd kéduje
bakteridlni reporterovy gen vazany k 3' konci druhé
sekvence DNA. Druha sekvence DNA zajistuje rekombinaci
a integraci genetické kazety do bakteridlniho chromosomu
v misté za promotorem, jehoZ exprese je koordinované regulo-
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vana ristem bunék. Transformované buriky obsahuji genetickou
kazetu zahrnujici bakteridlni reporterovy gen, ktery je
stabilné integrovdn do bakteridlniho chromosomu pod kontro-
lou promotoru, jehoZ exprese je koordinované regulovana
ristem bunék. Reporterovy gen funguje jako indikdtor podilu
rostoucich bunék v bakteridlni populaci. Dale jsou predmétem
vyndlezu také zplUsoby méreni mikrobidlniho rustu za pfitom-
nosti nebo za nepfitomnosti faktori mikrobidlni replikace.

V popisu a nadrocich se pouzivd nékterych terminu,
které jsou vysvétleny dale.

Pod pojmem "Zivotaschopné bakterie" se rozuméji
2ivé bakterie, které jsou schopny ristu za pritomnosti
vhodného média obsahujiciho Ziviny. Pro jejich stanoveni se
obvykle pouZivad postupu, pri némzZz se alikvot ¢&i vzorek ob-
sahujici bakterie pridd k agarovému médiu bohatému na Zi-
viny a bakterie se nechaji rist. Pocet bakterii obsazZenych
ve vzorku je moZno snadno stanovit spoéitdnim jednotek
tvoricich kolonie, které rostou na agaru. Pocet Zivota-
schopnym bakterii v$ak neposkytuje Za&dnou informaci vzta-
hujici se ke specifickému stavu rustu, v jakém se bakterie
mohou nachdzet v daném ¢ase. Zivotaschopné bakterie tedy
zahrnuji dormantni, latentni a aktivné rostouci, jakozZ i

hynouci bakterie.

Pod oznadenim "aktivné rostouci bakterie" se
rozuméji bakteridlni burnky, které se nalézaji v pomérné
kratkém casovém obdobi, v némZ vstupuji do fdze aktivni ¢i
rychlé proliferace, metabolismu, rustu a replikace, ve
srovndni s rychlosti proliferace, metabolismu, rustu
a replikace, které jsou pozorovdny u dormantnich, latentnich
nebo pomalu rostoucich bunék. Aktivné rostouci burky je
mozno stanovit na zakladé zvyseni po¢tu Zivotaschopnych
bunék za jednotku ¢éasu prfi rustu v kapalné nebo suspenzni
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kulture. KdyZ se bakterie nachdzeji v exponencidlni féazi
ristu v kapalné kultufe, je moZno na zdkladé zmény poctu
zivotaschopnych bunék za jednotku ¢asu vypocéitat dobu
zdvojnasobeni. Zvyseni poméru poétu aktivné rostoucich
bunék k pod&tu Zivotaschopnych bunék v dané populaci je
moZno stanovit stanovenim obsahu bunék, které aktivné
syntetizuji DNA nebo RNA nebo polypeptid. Parametry
zahrnujici mnoZstvi celkové bunécné hmoty, mnoZstvi poly-
peptidu, RNA a DNA jsou funkcemi rychlosti rustu (viz
Physiology of the Bacterial Cell: A Molecular Approach, ed.
F. C. Neidhardt et al. (1990) Sinauer Associates, Inc.
strany 199 aZ 202 a 216 aZ 220. Podil aktivné rostoucich
bunék je moZno stanovit ze zméfeného mnoZstvi syntetizované
buné&né DNA za pouZiti techniky znaéeni radioizotopy, ktera
je popsana v prikladu 1.

Pod oznadenim "patogenni bakterie" se rozuméji
jakékoliv rody, druhy nebo typy bakterii, které maji Skodli-
vy klinicky uGéinek na pacienta vyvolany Skodlivym vlivem
nezadouciho bakteridlniho ristu nebo pritomnosti neZadoucich
bakteridlnich metabolitli. Patogenni bakterie jsou odbornikim
v tomto oboru dobre zndmy a jsou popsany v ucebnicich, Jjako
je Medical Microbiology: An Introduction to Infectious
Diseases, 2. vydani, John C. Sherris (editor) (1990)
Elsevier Publishing Co., Inc. New York, NY, USA. Je znamo,
e patogenicita specifického rodu, druhu nebo typu bakterii
se bude ménit od pacienta k pacientovi. Odbornik v tomto
oboru viak mizZe snadno uréit, kterd specificka bakterie ma
Skodlivy udc¢inek na specifického pacienta, aniZ by musel
provadét nadmérné zkouSeni ¢i experimentovani. Také je
znamo, Ze ne vsechny bakterie Skodlivé ovlivrnuji pacienta a
Ze pritomnosti zndmych, relativné benignich ¢i neskodnych
bakterii (tj. normdlni flory) na povrsich biomateridlt neni
povaZzovdna na §kodlivou a miZe byt pro pacienta prospésna.
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Pod oznacenim "oportunni bakterie" se rozuméji
mikroorganismy, které jsou obvykle povaZovany za neviru-
lentni nebo za omezené virulentni, ale které mohou vyvolat
chorobu nebo infekci, pokud se dostanou do chranéné oblasti
téla nebo v pripadé, Ze je obranny mechanismus hostitele
narusSen. Oportunni bakteridlni infekce jsou zndmy odbornikim
v tomto oboru a jsou popsany v ucebnicich, jako je publika-
ce Medical Microbiology, citovana vyse.

Pod oznac¢enim "hustota populace" se rozumi pocet
Zivotaschopnych bakterii, které jsou prilnuty ¢i pripojeny
ke jednotkovému povrchu nebo které jsou 6bsaieny v jednot-
kovém objemu kapaliny. Hustotu populace bakterii je mozZno
stanovit dobre znamymi postupy kultivace, po¢itani kolonii
v miskach a vybarvovani.

Pod oznaCenim "biomateridly" se rozuméji predméty,
obsahujici povrchy, Xk nimZ mohou byt Zivotaschopné bakterie
pfilnuty, pripojeny nebo na nichZ mohou ulpivat. Jako vhodné
biomateridly je mozZno uvést ruzné materidly, jako jsou pry-
skyrice, dostavbové materidly, kompozity, kovy nebo keramic-
materidly. Pod oznacenim "povrchy" se rozuméji exponované
povrchy téchto materidalu, které mohou prichazet do styku
s bakteriemi obsazZenymi v kapalinach.

Pod oznadenim "¢inidla podporujici adherenci" se
rozuméji materidly, latky nebo smési, které povzbuzuji,
podporuji nebo zvysuji schopnost bakterii pripojit se k
povrchu, prilnout k nému nebo na ném ulpivat.

Pod oznaCenim "¢inidla potlacujici adherenci" se
rozuméji materidly, latky nebo smési, kterych se muze
pouZzivat pro modifikaci vlastnosti povrchu materialu za
ic¢elem potladeni nebo inhibice schopnosti bakterii pri-




- 14 -

pojit se k povrchu biomateridlu, pfilnout k nému nebo na
ném ulpivat. '

Pod oznadenim "faktor zaddtku mikrobidlni replikace"
&i "faktor SMR" se rozumi jakékoliv ¢inidlo nebo smés ¢inidel,
které povzbuzuje nebo stimuluje bakteridlni burnky v tom
smyslu, Ze se z nich stdvaji aktivné rostouci burnky, tj.
které iniciuje nebo zahajuje jejich rust. Pri vySetfovani
Gé&inku faktoru SMR na populaci bakteridlnich bunék je po-
zorovano zvySeni poméru poétu aktivné rostoucich bunék k
poétu Zivotaschopnych bunék, které vede k hodnoté tohoto
poméru asi 5 x 1074 : 1 a% asi 20 x 1072 : 1. Pod oznadenim
"aktivné rostouci" se rozumi jak déleni bakteridlnich bunék,
tak jejich zvySeny bunéény metabolismus, zvy$end produkce
DNA a RNA nebo jiné biologické odpovédi, které jsou spojeny
s periodou aktivniho rustu bakterialnich bunék. Je samo-
zfejmé, Ze zjistény udinek faktoru SMR bude ovlivnén radou
vnéjsich faktoru, jako je typ média, koncentrace, iontova
sila, pritomnosti iontu, redukéné-oxidac¢ni potencial,
viskozita, vodivost a pritomnost jinych biologickych

¢inidel.

Pod pojmem "dynamicky styény Ghel " (smaceni) se
rozumi veliéina, kterd se méri pfi stanoveni interakce povr-
chu nebo modifikovaného povrchu a vody za pouziti soupravy
Wilhelmy Balance metodou urdenou vyrobcem (Wilhelmy Balance
model DCA-332 je obchodné dostupny vyrobek firmy Cahn
Instruments, Cerritos, California, USA). Timto zpusobem je
mozno mérit relativni hydrofobicitu povrchu nebo modifiko-
vaného povrchu.

Pod oznadenim "imobilizované bakterie" se rozuméji
bakterie, které jsou pfipojeny k povrchu pomoci linkeru.
Imobilizace muZe zahrnovat vazbu bakterii k povrchu za
pouziti chemickych nebo biologickych ¢inidel, jako je
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maleinanhydrid nebo protildtka vazand k nosi¢i. Pod
oznacenim "adherentni bakterie” se rozuméji bakterie pri-
pojené ke kompatibilnim povrchim za pouziti endogennich
adhesini. Pod oznac¢enim "vazané bakterie" se rozuméji
bakterie pripojené k povrchu.

Pod oznac¢enim "bakterialni reporterovy genovy
produkt" se rozumi polypeptid, kter§ prednostné za nor-
midlnich podminek neni obsaZen v bakteridlni hostitelské
bufice, at jiz tato burika aktivné roste, nebo ne, a ktery
miZe slouzit jako indikator aktivniho rustu bunék. Tento
genovy produkt ma takové strukturni nebo funkéni vlast-
nosti, které je moZno mérit v zavislosti na c¢ase nebo na
rustu.

Pod oznac¢enim "geneticka kazeta" se rozumi kombi-
nace alesporn dvou riznych sekvenci DNA, které maji pred-
nostné odlisné funkce, za vzniku jednotky genetické infor-

mace.

Pod oznacenim "stabilné integrovana" se v sou-
vislosti s genetickou kazetou rozumi, Ze je tato kazeta
pripojena k bakteridlnimu chromozomu tak, Ze dochazi k jeji
replikaci a prenosu do bakteridlniho potomstva spolu s
bakteridlnim chromosomem. Integrované genetické kazety
vykazuji velmi nizkou &etnost reverse vzhledem k plasmidium
zhotovenym metodami genového inZenyrstvi, prednostné

\

Getnost v rozmezi od asi 10”2 do asi 10”9.

Pod oznac¢enim "druhd sekvence DNA, ktera se
hybridizuje s genem nebo jeho casti" se rozumi sekvence DNA,
kterd je v dostatedné mife (prednostné z 90 aZ 100 % totoZna
se sekvenci komplementdrni oblasti bakteridlniho chromozomu,
aby mohla vzniknout stabilni dvojretézcova hybridni molekula
DNA, kdyZ se tato hybridizadni sekvence zavede transformaci




do bakterie. Hybridnich molekul vytvorenych in vivo mezi

klonovanymi sekvencemi DNA (prednostné o délce 500 az 5
000 bazovych paru) je moZno pouzit pro integraci genetic-
kych kazet do bakteridlniho chromozomu na specifickych
mistech.

Zpusoby predvidani aktivniho rustu bakterii na povrchu

Vynadlez se opird o zjisténi, Ze proliferace a me-
tabolismus bakterii, které jsou vazany k povrchu, nejsou
zavislé ani na ¢ase, ani na dodavce Zivin a Ze u takovych
prilnutych bakterii nebude dochéazet ve vyznamné mife k pro-
liferaci nebo k metabolismu, pokud se tato bakteridlni
populace nepribliZi svou hustotou hodnoté hustoty populace,
kterd je charakteristickd pro rust zavisly na hustoté na
prirodnich povrsich.

Vzhledem k tomu, Ze bakterie se v prirodé vyskytuji
v podstaté vsude a kdyZ se na urc¢itém misté vyskytuji, ne-
vyhnutelné se pokou$eji o pfilnuti k dostupnému povrchu,
maji zplsoby potladovani téchto bakterii Siroké pole apli-
kaci. Povrchy, které jsou dostupné pro bakterie, mohou
konkrétné zahrnovat dentalni biomateridly, lékarska zarizeni
umisténa v téle, jiné dentalni nebo lékarské nastroje, které
prichdzeji do styku s tekutinami, jako je sérum, télesné
tekutiny, jiné tekutiny obsahujici polypeptidy, glykopro-
teiny nebo uhlohydraty, nebo do styku s volné Zijicimi
bakteriemi. Povrchy, které jsou susceptibilni pro adherenci
bakterii se vyskytuji doma, na pracovisti a v prumyslovém
prostredi.

Zkouseni biomateridlli, které se nalézaji v ustni
(oralni) dutiné, slouzi jako snadno dostupny model pro
studium chovani a vlastnosti bakterii prfilnutych k povrchum.
Povrchy obsaZené v oralni dutiné jsou snadno pristupné a
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ordlni dutina obSahuje Siroké spektrum bakteridlnich druhi a
rodd, u nichz byla zjisténa $kodlivost na jinych chranénych
mistech téla. Tak napriklad bylo oznadmeno, Ze urdéité
bakterie, které jsou pritomny v ordlni dutiné jsou schopny
oportunné infikovat endokardidlni povrch srdce, coZ je
misto, které predstavuje chrdnénou oblast, jeZ je obvykle
sterilni, tj. jeZ neni obvykle kontaminoviana bakteriemi.

Tento typ endokardidlni infekce je obzv1aité problematicky u
pacientd s implantovanymi srde¢nimi chlopnémi. S ohledem na
pritomnost fady rodi a kmenu bakterii na povrsich télesné
sliznice a v prostredi k nim priléhajicim se odekava, Ze
zpusoby pouZité k hodnoceni a potladovani (vcetné léceb-
ného potlacovani) bakterii pfilnutych k povrchim v oralni
dutiné, bude moZno snadno prenést do oblasti hodnoceni nebo
potlacovani (vcetné lécebného potladovani) bakterii pri-
lnutych k povrchum v jinych ¢astech téla nebo v jiném pro-
stredi.

Dale se také ocekdva, Ze povrchy dostupné pro
bakterie, které jsou ve styku se sérem nebo jinymi téles-
nymi tekutinami, budou rovnéz vykazovat jev ristu zavis-
l1ého na hustoté, podobné jako je tomu v pripadé chovani
bakterii vyskytujicich se v ordlni dutiné. Kromé toho,
popsané zpUsoby budou také adaptovatelné pro hodnoceni a
potlacovani bakterii prilnutych k povrchim mimo ordlni
dutinu nebo mimo télo vubec.

Pri vyvoji metod a zplsobi, jimiZ maji byt zasa-
Zeny bakterie, je dulezitym faktorem nutnost selektivniho
zaméreni na patogenni nebo oportunni bakterie bez Skodli-

vého ovlivnéni benignich nebo prospésnych bakterii obsa-
Zenych v normdlni fléfe. U&innost antimikrobidlnich éinidel
je mozno vyznamné zvysSit tim, Ze se patogenni bakterie
uvedou do styku se specifickym antimikrobidlnim ¢inidlem a
zaroven s faktorem zadatku mikrobialni replikace (SMR),




ponévadZ je dobre znamo, Ze bakterie jsou obzvlasté suscep-

tibilni k antimikrobidlnim &inidlim, kdyZ se nachazeji v
obdobi aktivniho rustu, zatimco mohou byt antimikrobidlnimi
¢inidly nepostiZeny, pokud jsou ve stadiu dormantniho nebo

latentniho rustu.

Jeden ze zpusobu zamérovani na rust patogennich
nebo oportunnich bakterii spo&iva v kontaktovani vazanych
bakterii se specifickym antimikrobidlnim &éinidlem za pri-
tomnosti faktoru zadatku mikrobidlni replikace. AniZ by
platnost néjaké hypotézy méla omezujici vliv na vynéléz,
predpoklddd se, Ze adherentni bakterie jsou resistentni
vi&i antimikrobidlnim éinidlum, z&asti diky nizké rychlosti
rustu (Gustina et al., Biomaterials, 8: 423 (1987) a Brown
et al., Antimicrobial. Chemotherapy 22: 777 (1988). Je
znamo, Ze rychlost ristu je hlavnim moduldtorem antibio-
tického ué&inku. Zaméreni na patogenni bakterie lze pred-
nostné provést kontaktovdnim téchto bakterii s antimikro-
bidlnim ¢inidlem, které je specifické pro tento typ pato-
gennich nebo oportunnich bakterii a faktorem zadadtku
mikrobidlni replikace, jak je to popséno vysSe. AniZ by
platnost néjaké hypotézy méla omezujici vliv na vynalez,
predpokladd se, Ze stimulace aktivniho ristu se projevi
zvysenim poétu patogennich nebo oportunnich bakterii, které
budou susceptibilni vuéi antimikrobidlnimu ¢inidlu. Anti-
mikrobiadlni ¢éinidla, kterd jsou specifickd pro patogeny a
oportunni bakterie, jsou odbornikim v tomto oboru dobre
znadma a jsou napriklad popséna v Internal Medicine, 4.
vydéni, Séfredaktor Stein, Mosby-Year Book Inc., St. Louis,
Missouri, USA nebo Wilson et al., Harrison's Principles of
Internal Medicine, 12. vydani, 4il 1, Eds., McGraw-Hill,
Inc., New York, NY, USA.

Alternativné miZe nastat situace, pri niZ neni
nutno brat v Uvahu pritomnost benignich bakterii nebo nor-



mdlni fléry pri volbé antimikrobidlniho ¢inidla, ponévadz
uréité chranéné oblasti téla jsou povaZovany za sterilni,
tj. obvykle nejsou kontaminovany bakteriemi. Tyto chranéné
oblasti téla zahrnuji vnitrek oka, perikardidlni vak, vcetné
srdce, vnitfnich orgdni, kosti a svalu a mozek. P¥i potlaco-
vani patogennich nebo oportunnich infekci v téchto chréané-
nych oblastech téla se miZe podavat antimikrobidlni ¢&inidlo
se Sirokym spektrem d¢innosti spolu s faktorem zacatku mi-
krobidlni replikace.

Zpusoby podle vyndlezu zahrnuji také zpusob pred-
vidani, kdy budou bakterie vazané k povrchu vykazovat
aktivni rust. Pri tomto zpusobu se stanovi hustota, pfi niz
dojde ke zvysSeni poméru rostoucich buné&k k Zivotaschopnym
bunikdm v dané populaci na hodnotu pfibliZné v rozmezi od
5 x 1004 : 1 do 20 x 1072 : 1. Povzbuzeni &i stimulace
aktivné rostoucich bunék v dané populaci bakterii je za-
vislé na hustoté. Jakmile se stanovi tato hustota, miZe se
pfedvidat, kdy bude populace vazanych bakterii vykazovat
aktivni rist. MuZe se provést srovnadni s pomérem poctu
aktivné rostoucich bunék k poc¢tu Zivotaschopnych bunék v
populacich oSetfenych ruznymi &inidly, jako jsou faktory
mikrobidlni replikace.

Stanoveni hustoty populace Zivotaschopnych bakterii
vazanych k povrchu je moZno provést Fadou ruznych metod. Tak
napriklad je moZno bakterie odstranit z povrchu, vhodnym
zpusobem zredit a umistit na vhodné médium, provést inkubaci
a spoditat vzniklé kolonie, jak je to obvyklé. odbornici v
tomto oboru znaji i alternativni zplisoby stanoveni hustoty
populace. Takové zpusoby umoZiuji v soucasné dobé velmi
presné stanovit hustotu populace Zivotaschopnych bakterii
v dentdlnim plaku.




Pri zpusobu stanoveni obsahu aktivné rostoucich

bunék v dané populaci se alikvot ¢éi vzorek, ktery je sou-
bézné podroben také zjistovani poctu Zivotaschopnych bak-
terii na uréité plose, uvede do styku se znacenym nukleo-
sidem. Kontaktni doba byva obvykle krat$i neZ je minimadlni
doba déleni bunék. Pri inkubaci bakterii za pritomnosti
znadeného nukleosidu dojde k zavedeni znac¢ky do DNA (a/nebo
RNA) téch zZivotaschopnych bunék, které aktivné rostou.
Mnozstvi zavedeného znadeného nukleotidu lze potom pouzZit
pro stanoveni poétu &i mnoZstvi aktivné rostoucich bakterii
ve srovnani s poétem &i mnoZstvim Zivotaschopnych bakterii
ve vzorku. Hodnoty poméru aktivné rostoucich bakterii

k Zivotaschopnym bakteriim je moZno vzdjemné srovnavat mezi
vzorky s rliznou povrchovou hustotou Zivotaschopnych bunék.

Znadeny nukleotid je moZno volit z vhodnych
derivatt purinu a pyrimidinu, které byly modifikovany tak,
aby obsahovat vhodnou zna&ku. Vhodné znacky zahrnuji radio-
aktivni ligandy, barviva a jiné znacdky, které jsou odbor-
nikim v tomto oboru znamy. Pfednostnim znacenym nukleotidem

je smés [methy1-3H]—thymidinu a [cl4]-adeninu.

Zavadéni (inkorporace) znac¢eného nukleotidu,
[methyl-3H]-thymidinu, do Zivotaschopnych bakterii je
ilustrovano na obr. 1. V provedeni znazornéném na tomto
obrazku se poéet aktivné rostoucich bakterii vyrazné zvysi,
kdyZ se hustota Zivotaschopnych bakterii pfibliZi hodnoté
v rozmezi od 2 500 000 do 3 200 000 (10%5/476:5) pakterii
/mm?. PFi hodnotich hustoty, které jsou niZ$i neZ 630 000
(10°/8) bakterii/mm2nebo vy&&i nei 6 300 000 (109/8)
bakterii/mmz, je hladina aktivné rostoucich bakterii nizka.
Popis zplsobi a technik pouZivanych pfi generaci dat 2zndzor-
nénych na obr. 1A je uveden v prikladu 1.
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Pri jiném zpisobu podle vyndlezu je moZno
bakteridalni ruist na povrchu regulovat tak, Ze se populace
bakterii udrZuje na hodnoté hustoty niZ$i, neZ je hodnota
odpovidajici stimulaci poméru aktivné rostoucich bunék k
Zivotaschopnym bunkdm. Adherenci k povrchu a/nebo rust
bakterii na povrchu je moZno stimulovat nebo inhibovat
riznym oSetrfenim povrchu. Inhibice adherence k povrchu
a/nebo rustu na povrchu lze u bakterii dosdhnout tim, Ze se
omezi kontakt s ¢&inidly podporujicimi adherenci, jako jsou
polypeptidy, glykoproteiny a uhlohydraty. Alternativné je
moZno rust bakterii na povrchu a/nebo adherenci bakterii k
povrchu inhibovat potaZenim povrchu hydrofobni latkou, pred-
nostné latkou, ktera poskytuje povrch se stfednim dynamic-
kym styénym postupujicim dhlem v rozmezi od asi 60 do asi
130° a strednim dynamickym styénym ustupujicim dhlem vysSsSim
nez asi 20°. Jako vhodné priklady takovych slouéenin je
moZno uvést obchodné dostupné produkty, jako je dostavbovy
materidl SILUX (3M, St. Paul, MN, USA) a kompozitni materidl
VISIO-DISPERS (ESPE-Premier, Norristown, PA, USA) a ¢inidla
uvedena v US patentu &. 5 078 988, ktery byl vyddn 7. ledna
1992.

Zavadéni [methy1-3H]—thymidinu do aktivné
rostoucich bakterii sejmutych z povrchu implantované sklo-
viny hovéziho dobytka je, jako priklad, graficky ilustro-
vdno na obr. 2. Tyto implantdty byly in vivo oplachovany
vodou (kole¢ka) a roztokem glukosy (trojihelniéky) nebo
roztokem sacharosy (ctverecky). Je zndmo, Ze sacharosa
predstavuje ¢inidlo povzbuzujici adherenci. KdyZ se hustota
populace pribliZila hodnoté priblizné v rozmezi od 2 500 000
do 3 200 000 (10%7/476+5) pakterii/mm?, dramaticky se zvysi
po¢et aktivné rostoucich bakterii. Jak je to uvedeno na obr.
2, tato data ukazuji, Ze ndrust pocétu bakterii vykazujicich
rychly rust je zavisly na hustoté a nezavisly na vnéjsSich
faktorech, jako je pritomnosti sacharosy, glukosy nebo vody.




Cinidla povzbuzujici adherenci mohou zkratit dobu, za kterou
se dosdhne této hustoty populace, ale vyznamné neovliviiuji
hustotu, pri niZ je pozorovano zvyseni rozsahu rychlého

rustu.

Jiny priklad je graficky ilustrovan na obr. 4. Na
tomto obrdzku je ilustrovano zavadéni [methyl-3H]-thymidinu
do aktivné rostoucich bakterii sejmutych ze skloviny a
dostavbovych materidld VISIO-DISPERS nebo SILUX, které jsou
sou¢asné umistény v ustech. VISIO-DISPERS a SILUX jsou
materidly s hydrofobnim povrchem. I v tomto pripadé plati, 3e
jakmile se hustota populace pribliZi k hodnoté 2 500 000
az 3 200 000 (105:476:5) bakterii/mm?, dramaticky se zvysSi
pocet aktivné rostoucich bakterii. Jak je to uvedeno v pri-
kladu 4, tato data ukazuji, Ze zvysSeni rozsahu rychlého
rustu bakterii je nezdvislé na povrchu a zdvisi na hustoté
Zivotaschopnych bakterii. U hydrofobnich povrchu vsak miZe
byt inhibovana adherence bakterii a/nebo jejich rist pro-
strednictvim inhibice poc¢tu bakterii p¥ilnutych k povrchu,
a to miZe mit za nadsledek, Ze hustota populace zlUstane pod
hodnotou charakteristickou pro aktivni rist zavisly na

hustoté.

Pri ruznych provedenich tohoto vyndlezu se hustota
populace patogennich nebo oportunnich bakterii na povrchu
reguluje tak, aby se udrZela pod hodnotou hustoty, pfi niz
je pozorovan rist zdvisly na hustoté&. Rust zavisly na
hustoté u bakterii o velikosti, kterd se blizi 1 aZ 2 um, je
pozorovan, kdyZ je hustota populace pfibliZné v rozmezi od asi
400 000 (10°:%) do asi 6 300 000 (10%/8) bakterii/mm2. Pred-
nostni hustota populace leZi v rozmezi od asi 2 500 000
do 3 200 000 (10%7/476/5) pakterii/mm2. AniZ by platnost
néjaké hypotézy méla omezujici vliv na vyndlez, predpoklada
se, Ze kdyZ se hustota bakteridlni populace bliZi k hodnoté,
ktera je charakteristicka pro rust zavisly na hustoté, do-
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chdzi ke komunikaci mezi jednotlivymi bakteriemi, které za-
hajuji aktivni rist. KdyZ se hustota bakteridlni populace
udrZuje na hodnoté niZ$i neZ je hustota charakteristicka pro
rist zdvisly na hustoté, neni predpoklad komunikace dosta-
teéné naplnén, aby to umoZnilo koordinovany rust bakterii.
Dokud se tedy hustota bakterii nepr¥ibliZi hodnoté hustoty,
ktera je charakteristicka pro rust zavisly na hustoté, jsou
§kodlivé Ucéinky patogennich nebo oportunnich bakterii
zpusobené jejich ristem nebo metabolickymi ¢inidly nevy-
znamné, nebo se jejich intenzita udrZzuje omezena na p¥ija-
telnou troven. ‘

Faktor mikrobidlni replikace (SMR)

Do rozsahu tohoto vynalezu spadd faktor mikrobidl-
ni replikace oznadovany téZ nazvem faktor zadatku mikrobidl-
ni replikace (SMR), zpUsoby ziskdvani faktoru SMR a zpusoby
regulace aktivniho ruistu bakterii za pouziti faktoru SMR
nebo jeho derivati. Faktor SMR iniciuje ¢i zahajuje procesy
aktivniho ristu nebo replikace bakterii. DuleZité je, Ze
faktor SMR iniciuje ¢éi zahajuje procesy aktivniho rustu
bakterii i v tom pfipadé, Ze je hustota populace bakterii
niZz3i neZ hustota, kterid je spojovdna se stimulaci aktiv-
niho rustu bunék in vivo.

Pri méreni U&inku faktoru SMR u populace bakterial-
nich bunék vazané k povrchu je pozorovdno zvySeni poméru
rostoucich bunék k Zivotaschopnym bufikdm ve srovnani s po-
mérem rostoucich bunék k Zivotaschopnym bufikam v pripadé
kontrolni neosetrené populace bakterii. Pomér rostoucich
bunék k Zivotaschopnym bufkam leZi pribliZné v rozmezi od
5 x 1074 : 1 do 20 x 1072 : 1. Pomér rostoucich bunék k
Zivotaschopnym burfikdm je moZno stanovit vyse uvedenymi
zpUsoby. U&inek faktoru SMR se prednostné zjistuje meto-
dami popsanymi v prikladech 7 a 11.




Faktor SMR je moZno izolovat v bakterialnim ne-

bunééném supernatantu ziskaném z aktivné rostoucich bakte-
rii. Prednostné lze faktor SMR identifikovat v extracelu-
larni matrici obklopujici Sanguis streptococci. Obzvlastni
prfednost se dadva bakterii S. gordonii kmene Challis (pFi-
rustkové &islo sbirky ATCC 35105). Faktor SMR miZe byt také
produkovan jinymi streptokokovymi kmeny, jako je Strepto-
coccus gordonii kmen 12 a Streptococcus gordonii Blackburn,
jakoZ i Escherichia coli kmen 149, prirlUstkové &islo ATTC
55535. Kmen Escherichia coli 149 byl uloZen ve sbirce ATCC,
Rockville, MD, USA 7. ledna 1994 a obriel prirustkové &islo
55535.

Faktor SMR je moZno izolovat z bunék nisledujicim
zpusobem. Buriky Sanguis streptococci nebo E. coli se inku-
buji v pufrovaném médiu. Pro vyrobu faktoru SMR se hodi jak
suspenzni, tak agarové kultury téchto bakterii. Béhem kulti-
vace bunék se shromaZduje extraceluldrni latka obklopujici
bakterie. KdyZ se tato extraceluldrni latka uvede do styku s
bakteriemi pfi zkouSce in vitro, miZe se faktor SMR v této
latce stanovit zméfenim naristu bunéénych slozek spojenych s
rustem, vztaZeno na buriku nebo jednotku Gasu. Aktivita fak-
toru SMR byla kromé toho také identifikovana ve slinnych
extraktech odebranych dobrovolnikim, v jichZ oralni dutiné

je pritomna prirodni bakteridlni populace.

Faktor SMR je moZno izolovat z kultur gram-pozi-
tivnich a gram-negativnich bunék. Izolovany faktor SMR ma
molekulovou hmotnost niZsi nezZ 3 000 (pri méreni filtraci
pres membranu s uréitou vyludovaci mezi molekulové hmot-
nosti (size exclusion membrane filtration). Izolovany faktor
zacatku mikrobidlni replikace (SMR) (at jiz je ziskadn z kul-
tur gram-pozitivnich nebo gram-negativnich bunék) miZe sti-
mulovat mikrobidlni rist gram-pozitivnich nebo gram-nega-
tivnich kultur). '



- 25 =

Aktivitu faktoru SMR je moZno stanovit nékolika
zpusoby. P¥i jednom z nich se populace bakterii uvede do
styku s faktorem zac¢dtku mikrobidlni replikace, prednostné
na dobu postadujici pro iniciace procest mikrobidlniho
rustu. Stimulace mikrobidlniho rustu se stanovi na zakladé
porovnani mikrobidlniho rustu v osSetrené populaci s mikro-
bidlnim ristem v neoSetrené populaci bakterii. Tohoto
zpusobu je také moZno pouZit pro stanoveni Géinného mnozZstvi
faktoru SMR pro stimulaci ndruistu poméru aktivné rostoucich
bunék k Zivotaschopnym burnikdm v dané populaci, prednostné na
hodnotu, kterda lezi pribliZné v rozmezi od 5 x 1074 : 1 do
20 x 1072 : 1.

Pri alternativni metodé se pro stanoveni faktoru
SMR pouZije bakteridlniho kmene obsahujiciho bakteridlni
reporterovy gen pod kontrolou promotoru, jehoZ exprese je
koordinované regulovdna ristem bunék, jak je to uvedeno v
tomto popisu; Bakterialni kmen, jako je S. gordonii-MSP812,
priristkové &islo ATCC 69528, se uvede do styku s faktorem
SMR na dobu postacujici pro iniciaci procesu mikrobidlniho
rustu. ZvysSeni podilu aktivné rostoucich bunék je mozZno
mérit zavedenim [methy1—3H]-thymidinu do DNA. Alternativne
se maze zvyseni poc¢tu aktivné rostoucich bunék mérit detek-
ci zvyseni mnoZstvi bakterialniho reporterového genového
produktu, vztaZeného na buriku za jednotku ¢asu, po expozi-
ci faktoru SMR, ve srovnani s mnoZstvim bakteridlniho
reporterového genového produktu, vztaZeného na buriku za
jednotku ¢asu u kontrolnich neosetrenych bunék.

Zpusoby pouziti faktori SMR

Faktorl SMR se miZe pouZivat pri zpusobech inbi-
bice nebo stimulace rustu bakterii. Také je moZno identi-
fikovat éinidla, kterda inhibuji nebo stimuluji ucinek
faktori SMR. €inidla, ktera inhibuji SMR, mohou predsta-




vovat nové terapeuticky vyuZitelné antimikrobidlni slou-

¢eniny, kterych by bylo moZno pouZivat pri 1é&bé nezadou-
cich bakteridlnich infekci.

V mnoha pripadech je moZno pouZit faktori SMR pro
stimulaci rustu bakterii. PFi prumyslovych procesech se
pouZiva mnoho typud bakterii. Pfidavkem faktoru SMR by bylo
moZno zvysit vytéZek bakterii nebo Gé&innost jejich rustu.
Kromé toho by bylo moZno pridavat faktor SMR k ruistovym
médiim, zejména médiim pouZivanym pfi diagnostice bakte-
ridlnich infekci. Prostfednictvim stimulace mikrobidlniho
rustu v médiich by bylo moZno provést Gasnéjsi diagnosu
infekce. Je moZno uvést mnoho dal$ich priklada, pfi nichz by
byla stimulace nebo zvySeni mikrobidlniho rlstu prospésna.

Do rozsahu vyndlezu spadd také zpUsob stimulace
mikrobidlniho rustu. Tento zpusob zahrnuje stuperi, v némZ se
mikrobidlni populace uvede do styku s faktorem SMR Vv
mnozstvi u¢inném pro stimulaci rustu bunék, tj. pro zvyseni
poméru aktivné rostoucich bunék k 2ivotaschopnym burikam k
dané populaci. U¢inné mnoZstvi faktoru SMR pro konkrétni
bakterii je moZno stanovit pomoci standardniho zkousky zé-
vislosti odpovédi na ddvce (vhodnd metoda je popsdna v pri-
kladu 7). Za u¢inné mnozstvi faktoru SMR je moZno povazovat
mnoZstvi umoZnujici poskytnout pomér rostoucich bunék k
Zivotaschopnym bunkdm v dané populaci 20 x 102 : 1.

Faktor SMR se miZe uvést do styku s vazanymi bak-
teriemi nebo bakteriemi péstovanymi v kapalné kulturfe.
Faktor SMR miZe byt ponechdn v kultivaénim médiu a miZe se
Cas od Casu pridivat tak, jak se vycerpavaji slozky média,
nebo pokud se bakterie péstuji kontinudlnim zpusobem kul-
tivace.



Do rozsahu vyndlezu spadd také zpusob identifikace
¢inidel inhibujicich nebo stimulujich faktor SMR. Tento
zpusob zahrnuje stuperi, v némZ se populace bakterii uvede do
styku s faktorem SMR a ¢inidlem, jehoZ inhibié&ni nebo sti-
mulaéni déinnost na faktor SMR je zkoumdna, za vzniku
oSetrené populace. Tato populace se inkubuje po dobu posta-
¢ujici pro detekci iniciace mikrobidlniho ristu. Pomér
aktivné rostoucich bunék k Zivotaschopnym buiikdm v osetrené
populaci se srovna s tymZ pomérem v populaci, ktera byla
oSetrena samotnym faktorem SMR. ZvysSeni tohoto poméru muze
ukazovat, Ze zkouSené ¢inidlo predstavuje dalsSi faktor
mikrobidlniho rustu. SniZeni tohoto poméru miZe ukazovat, Ze
by toto ¢inidlo mohlo byt uZiteéné jak antibakteridlni
¢inidlo.

Genetické kazety

Predmétem vynalezu je také geneticka kazeta
obsahujici prvni sekvenci DNA, ktera kéduje bakteridlni
reporterovy gen vazany k 3' konci druhé sekvence DNA.

Druha sekvence DNA se hybridizuje s genem nebo jeho c&asti,
jehoZz exprese je koordinované regulovdna ristem buriky. Tento
gen je umistén v bakteridlnim chromosomu. Druhad sekvence DNA
v této kazeté zajistuje rekombinaci a integraci genetické
kazety nebo jeji ¢asti do bakterialniho chromosomu. Inte-
grace kazety do bakteridlniho chromosomu zajistuje expresi
bakteridlniho reporterového genového produktu pod kontrolou
promotoru, jehoZ exprese je koordinované regulovana rustem
bunék.

Bakteridlni reporterovy genovy produkt je
polypeptid, jehoZ strukturni a funkéni vlastnosti je moZno
mérit. V pripadé vyndlezu slouZi bakteridlni reporterovy
genovy produkt pro identifikaci bunék, které aktivné rostou.
Tak napriklad, pokud je bakteridlni reporterovy genovy




produkt tvofen enzymem, je moZno expresi bakterialniho re-

porterového genového produktu detegovat mérenim aktivity
enzymu. Alternativné je moZno bakteridlni reporterovy genovy
produkt stanovit na zdkladé zmény vlastnosti buiiky, jako je
barva kolonie. Bakteridlni reporterovy genovy produkt pred-
nostné neni pritomen v hostitelské buiice, do niZ se bakte-
rialni reporterovy genovy produkt integruje. Kromé toho je
bakterialni reporterovy genovy produkt prednostné netoxicky
viéi bakteridlnim hostitelskym bunkam.

Jako vhodné enzymy, které mohou tvorit bakteridlni
reporterovy genovy produkt je moZno uvést amylasu, B-galak-
tosidasu, chloramfenikol-acetyl transferasu a luciferasu.
Jako prednostni bakteridlni reporterovy genovy produkt pro
kmen S. gordonii Challis ATCC &. 35105 je moZno uvést
amylasu, ponévadZ tento kmen neobsahuje endogenni amylasovou
aktivitu.

Sekvence DNA kédujici bakteridlni reporterové geny
je moZno ziskat standardnimi metbdami, které jsou napriklad
popsany v Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience
(1987). Sekvence DNA kédujici specifické reporterové geny
jsou obchodné dostupné v plasmidech nebo'je moZno je ziskat
publikovanymi metodami. Tak napriklad sekvence DNA kédujici
bakterialni amylasu byla ziskdna v plasmidu oznadeném Sifrou
PRQ200 od dr. Rona Yasbina z Marylandské university v
Baltimore, Maryland, USA. Tento plasmid byl sestrojen zpﬁsobem
popsanym v Lane et al., Gene, 100: 225 aZ 229 (1991).
Sekvence DNA kédujici bakteriadlni reporterovy genovy produkt
nejsou prednostné pritomny v genomu bakteridlni hostitelské
buriky, a proto se pfednostné jedna o heterologické sekvence
DNA ziskané z jinych druhi nebo rodd bakterii.
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Sekvence DNA kédujici bakteriilni reporterovy gen
Jje moZno amplifikovat za pouZiti vhodnych primerti pomoci
polymerasové reakce (PCR) nebo subklonovdnim do plasmidu,
ktery lze amplifikovat v bakterialni buiice. Po amplifikaci
Je moZno sekvenci DNA kdédujici bakteridlni reporterovy gen
spojit s druhou sekvenci DNA, jez se hybridizuje s genem
nebo ¢asti genu, jehoZ exprese je koordinované regulovana
rustem buriky, za vzniku expresni kazety. Prvni sekvence DNA
se spojuje s druhou sekvenci DNA tak, aby integrace prvni
sekvence DNA do bakteridlniho chromosomu probéhla s vhodnou
orientaci pro expresi. 5' konec prvni sekvence DNA se spoju-
je s 3' koncem druhé sekvence DNA. Spojeni prvni sekvence
DNA s druhou sekvenci DNA je moZno provést zpusoby znéﬁymi v
tomto oboru, jako napriklad zpusobem popsanym v prikladu 10.

Geneticka kazeta podle vyndlezu také zahrnuje
druhou sekvenci DNA, ktera je pripojena k prvni sekvenci
DNA. Druha sekvence DNA se hybridizuje ke genu nebo jeho
¢asti, jehoZ exprese je koordinované regulovana rustem buriky
a ktery je umistén v bakteridlnim chromosomu. Ulohou druhé
sekvence DNA je zajistovat rekombinaci a integraci genetické
kazety nebo jeji &asti do bakteridlniho chromozomu.
Bakterialni buriky pfednostné obsahuji genetidkou kazetu
integrovanu do chromoéomu v misté, které jebpod kontrolou
promotoru, jehoZ exprese je koordinované regulovéna rustem
buriky. Druhd sekvence DNA mlZe byt zvolena tak, aby zaméro-
vala integraci genetické kazety nebo jeji c¢asti na specific-
ké misto v chromozomu. Volba se provadi na zakladé hybri-
dizace druhé sekvence DNA ke genu nebo k jeho ¢asti, o jehoz
expresi je znamo, Ze je koordinované regulovana rustem
buniky. Pfitom je 5' konec prvni sekvence DNA, kédujici bak-
teridlni reporterovy gen, pripojen k 3' konci druhé sek-
vence DNA.




Druha sekvence DNA se hybridizuje ke genu nebo jeho
éasti, o jehoZ expresi je znadmo, Ze je koordinované regulo-
vdna rustem bunky, nebo k neusporddané sekvenci DNA v bak-
teridlnim chromosomu zvoleného kmene bakterii. Prednostni
bakteridlni kmeny zahrnuji streptokokové kmeny, jako je S.
gordonii Challis prfirustkové cislo sbirky ATCC 35105. Geny,
o jejichZ expresi je znamo, Ze je koordinované regulovana
zvolenym bateridlnim kmenem, jsou zndmy odbornikum v tomto
oboru. Jedna se napriklad o geny ribosomdlni RNA a geny
kédujici ribosomdlni proteiny. Tyto geny jsou prednostné
také pritomny v nékolika kopiich v bakteridlnim chromosomu,
aby integrace genetické kazety nebo jeji c¢asti do genu
nenarusila zakladni funkci bakterie a/nebo nezpisobila uhyn
transformovanych bunék. Sekvence DNA genl nebo ¢asti genu,
jejich exprese je koordinované regulovana rustem bunék nebo
sekvence DNA neusporddanych segmentd bakteridlniho chromo-
somu zvoleného bakteridlniho kmene je moZno ur&it za pouZiti
védeckych publikaci nebo na zdkladé reSerse v databazi
genetickych sekvenci, jako je databdze Genbank, National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA nebo data-
baze RNA, University of Illinois/Champaign/Urbana,
Champaign, Illinois, USA.

Druha sekvence DNA by méla byt v dostatecné mire
totoZnd s komplementarnim Fetézcem ¢adsti genu nebo neuspo-
radaného segmentu bakteridalniho chromosomu, aby mohla pro-
béhnout rekombinace a integrace celé genetické kazety nebo
jeji €asti do genu nebo do neusporddaného mista bakterial-
niho chromosomu. Dostate¢nd mira totoZnosti DNA pro rekom-
binaci a integraci je ddna 80 aZ 100 % totoZnosti asi 100 az
5 000 nukleotidu prubéziné sekvence DNA s komplementarnim
retézcem Casti zvoleného genu nebo neusporadané sekvence DNA
bakteridlniho chromosomu. Prednostné vykazuje druhd sekvence
DNA dostacujici podobnost s komplementdrnim retézem genu
nebo jeho éasti, aby dosSlo k integraci s dodstatecné vysokou
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Setnosti, Ze 1lze snadno detegovat produkty této integrace
(integranty). Takova cetnost leZi prednostné v rozmezi od
asi 107% do asi 1078.

Prednostni &asti genu je vnitfni fragment strepto-
kokového genu 16S rRNA, ktery je popsdn v prikladu 10. Druhéa
sekvence DNA také prednostné obsahuje pridavné sekvence DNA
o délce asi 4 aZ 8 nukleotidl na obou koncich. Tyto sekvence
zajistuji mista pro Stépeni restrikéni endonukleasou.
Sekvence mist pro Stépeni restrikéni endonukleasou je znama
odbornikum v tomto oboru. Jednotlivé sekvence na koncich,
které jsou rozpoznatelné restrikéni endonukleasou, mohou byt
stejné nebo odlisné. Tyto sekvence umozZiiuji odbornikovi
zvolit vhodnd restrikéni mista pro klonovani do zvoleného
mista vektoru, aby se zajistilo, 2Ze prvni sekvence DNA bude
pripojena k 3' konci druhé sekvence DNA.

Zvolenou druhou sekvenci DNA je moZno pripravit
jakymkoliv znamym zpusobem. Tak napfiklad je moZno vyrobit
primery, které jsou komplementdrni k castem druhé sekvence
DNA (tento zpusob je popsadn v prikladu 10) a téchto primeru
se pak maZe pouZit pro amplifikaci chromosomdlni sekvence
DNA kédujici gen nebo jeho ¢ast, jehoiZ exprese je koordi-
nované regulovana rychlosti rustu buriky. Pritom se muZe
pouzZit polymerasové retézové reakce (PCR). Alternativné se
mohou &asti zvoleného genu subklonovat standardnimi metoda-
mi, jako za pouzZiti Stépeni restrikéni endonukleasou a liga-
ce do vektoru, ktery lze amplifikovat. Zvolené sekvence
neusporadané DNA je moZno syntetizovat automatizovanym zpu-
sobem syntézy DNA a jejich amplifikace se miZe provést
pomoci PCR nebo subklonovani.

Préba DNA nebo primer pro PCR md délku asi 15 aZ 50
nukleotidl a sekvenci, ktera je komplementarni ke genu neb
&asti genu nebo neusporddanému segmentu v bakteridlnim chro-




mosomu. Primer nebo prébu je mozZno vyrobit automatizovanym

zpusobem syntézy DNA. Jako pfiklady takovych primeru je
moZno uvést primery, které jsou komplementdrni k sekvenci
DNA kédujici 16S ribosomdlni RNA v streptokokovych kmenech,
jak je to uvedeno v prikladu 10. Jiné primery nebo préby je
moZno zkonstruovat na zakladé zkousSeni sekvence DNA ¢&asti
genu nebo neusporddané sekvence DNA. Prednostné se primery
a/nebo préby navrhuji tak, aby byly komplementdrni k &asti
genu, jehoZ sekvence DNA je konzervovana v jinych kmenech
bakterii. Tak napriklad primery, které jsou komplementdrni k
dasti ribosomdlni RNA sekvence byly zvoleny na zédkladé srov-
nani sekvence nékolika 16S rRNA gend, v nichZ byly identifi-
kovany konzervované oblasti sekvence DNA. Konzervovana
oblast sekvence DNA prednostné vykazuje totoZnost asi z 90
az 100%.

Geneticka kazeta obsahuje ddle selektovatelny mar-
kerovy gen. Selektovatelny markerovy gen se pfipojuje k prvni
a druhé sekvenci DNA obvykle subklonovanim téchto sekvenci
do vektoru nesouciho selektovatelny markerovy gen. Selekto-
vatelnymi markerovymi geny jsou prednostné geny resistence
viéi antibiotikim a takové geny jsou dostupné v mnoha
obchodné dostupnych vektorech. '

Po volbé a ziskadni druhé sekvence DNA se tato druhd
sekvence DNA spoji s prvni sekenci DNA tak, aby byl 5' konec
prvni sekvence DNA pripojen ke 3' konci druhé sekvence DNA.
Takového spojeni sekvenci DNA se miZe dosdhnout standardnimi
metodami subklonovani do vektoru, jako je plasmid. Druhou
sekvenci DNA je moZno vyrobit tak, Ze na obou koncich obsa-
huje mista rozpoznatelnd zvolenou restrikcéni endonukleasou,
é¢imZ se usnadni klonovani do plasmidu. Prvni sekvence DNa
kédujici reporterovy gen jiZz muZe byt v plasmidu pritomna
nebo je moZno ji subklonovat za druhou sekvenci DNA.
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Jako vektory, které se hodi pro ucely tohoto vyna-
lezu, je mozZno uvést vektory, jichZ lze pouZit pro zavadéni
genetické kazety do bakteridlnich bunék a pro zajisténi re-
kombinace a integrace genetické kazety nebo jeji’éésti do
bakteridlniho chromosomu. Vhodné vektory zahfnuji plasmidy a
viry. Plasmidy se voli tak, aby nedochazelo k jejich repli-
kaci ve zvolené bakteridlni hostitelské buiice a aby tak byla
favorizovana integrace genetickévkazety. Mnohé vektory jsou
obchodné dostupné nebo je lze zkonstruovat publikovanymi
metodami. Vektor prednostné obsahuje selektovatelny marke-
rovy gen. Prednostnim plasmidem je plasmid pRQ200, ktery je
popsan v prikladu 10.

Kmeny bakterii obsahujici stabilné integrovanou
genetickou kazetu

Po vytvofeni genetické kazety zpusobem podle vyna-
lezu se tato kazeta zavadi do hostitelské buriky. Prednostné
se jako hostitelské buriky pouZiva streptokokového kmene.
Vhodnymi hostitelskymi burnikami mohou vSak byt i jiné bakte-
rie. Geneticka kazeta se do bunky prednostné zavadi ve formé
vektoru. Jako vektor se prednostné voli takovy vektor, ktery
se nereplikuje v bakterialni hostitelské bunce, aby byla

favorizovana integrace genetické kazety.

Genetickou kazetu je moZno zavadét do hostitelské
bakteridlni burniky standardnimi metodami, jako je metoda s
pouZitim srdZeni fosforecCnanu vapenatého a elektroporace.
Pokud jsou bakteridlni burniky kompetentni pro transformaci
(jako je tomu v pripadé kmene Streptococcus gordonii
Challis, prirustkové ¢islo ATCC 35105), miZe se DNA primo
smichat s buikami. Po zavedeni genetické kazety do bunék
bakteridlniho hostitele se provede selekce na transformované
bunky.




Selekce na transformované bunky se miZe nejprve

provést prostrfednictvim selekce na pritomnost selektova-
telného markerového genu, ktery je obsaZen v transformac¢nim
vektoru. Pokud se vektor v hostitelské bunce nereplikuje,
obsahuji transformované buiiky nesouci selektovatelny marke-
rovy gen celé mnoistvi nebo &ast vektoru integrovaného do
chromosomu. Mechanismus rekombinace u mnohych bakterii je
odbornikim v tomto oboru zndm. Rekombinace miZe probihat
jako jediny nebo dvojndsobny pochod crossover, takie mnoz-
stvi vektoru integrovaného do chromosomu se miZe ménit.
Transformované buriky minimdlné obsahuji integrovany selek-
tovatelny markerovy gen a funk&éni bakteridlni reporterovy
gen. Transformované buriky také pfednostné obsahuji selekto-

vatelny markerovy gen.

U transformovanych bunék je moZno provést screening
na expresi produktu bakteridlniho reporterového genu. Ruznd
stanoveni produktu bakteridlniho reporterového genu jsou
znama odbornikim v tomto oboru. U transformovanych bunék je
dale moZno provést selekci na expresi produktu bakteridlniho

reporterového genu koordinované regulovanou rustem bunék.

Expresi produktu reporterového genu v aktivné
rostoucich transformovanych buiikdch je moZno mérit za pri-
tomnosti nebo nepritomnosti faktori mikrobidlniho rustu,
pficemZ se pouzivd standardnich metod. Koordinované regulo-
vanou expresi produktu reporterového genu je moZno stanovit
mérenim narustu produktu reporterového genu, vztazZeného na
jednu buriku a jednotku &asu, za pritomnosti nebo nepritom-
nosti faktori mikrobidlniho rustu.

Specifické priklady selekénich metod a bakteridl-
nich kmenl jsou uvedeny v prikladech 10 a 11. Z 20 trans-
formantl byly vybrany dva pro dalsi charakterizaci. U jedno-
ho kmene bylo prokdzano, Ze produkuje faktor mikrobidlni
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replikace; Timto kmenem je Streptococcus gordonii Challis
MSP812. Kmen Streptococcus gordonii Challis MSP812 byl
uloZen ve sbirce ATCC (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA) 6. ledna 1994 a obdriZel prirustkové
¢islo 69 528. Jinym kmenem produkujicim vice amylasy za
jednotku casu v aktivné rostoucich burikdch je Streptoco-
ccus gordonii Challis B2B MSP818. Kmen Streptococcus
gordonii Challis B2B MSP818 byl uloZen ve sbirce ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) 6.
ledna 1994 a obdrZel prirustkové c¢islo 69 529.

Zpusoby méreni mikrobidlniho ristu

Bakteridlnich kmenl, které obsahuji stabilné inte-
grovanou expresni kazetu, jeZ je pod kontrolou promotoru,
jehoZ exprese je koordinované regulovana rustem burnky, je
mozZno pouzit pro méreni mikrobidlniho rustu. Mikrobidlni
rust je moZno stimulovat zaockovanim média splrujiciho
vSechny pozZadavky na rust konkrétné zvoleného bakteridlniho
kmene burnikami tohoto bakteridlniho kmene. Média a podminky
ristu, které jsou vhodné pro ruzné kmeny bakterii, jsou
zndmy odbornikim v tomto oboru. Rust populace je moZno moni-
torovat méfenim mnoZstvi reporterového genu produkovaného za

4

jednotku c¢asu.

Alternativné se miZe kmeni bakterii pouZivat pro
méreni aktivity faktoru za&atku mikrobidlni replikace (tento
zpusob je ilustrovan v pfikladu 11). Kmeny bakterii se
uvedou do styku s faktorem zacdtku mikrobidlni replikace a
inkubuji v jeho pritomnosti po dobu, kterd rustovému faktoru
postaduje pro stimulaci zvySeni poméru aktivné rostoucich
bunék k Zivotaschopnym burnkdm v dané populaci. Je moZno
mérit zvysSeni obsahu produktu bakteridlniho reporterového
genu v populaci bakterii, vztaZené na jednotku casu, Vv




odpovédi na faktor zaddtku mikrobidlni replikace ve srovnani

s neo$etrenou populaci bakterii.

Vyndlez je bliZe objasnén v nasledujicich prikla-
dech provedeni. Tyto priklady, které obsahuji specifické
provedeni tohoto vyndlezu, maji vyhradné ilustrativni
charakter a v Zadném sméru neomezuji rozsah pripojenych
naroku.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Stanoveni aktivné rostouci populace na implantované zubni
skloviné

Bakteridlni kolonizace zubl v uUstech 20 dospélych
lidi je studovana za pouZiti modelu in vivo. Pritom je zkou-
man plak u zdravych dospélych 1idi, kteri pokracuji v priji-
mani své normalni stravy. [Kritéria, na zakladé kterych se
zkusebni osoby vybiraji, zahrnuji nepritomnost systemické
choroby, téhotenstvi nebo znaény rozsah dostaveb. ZkuSebni
osoby jsou instruovany v tom smyslu, aby pokracovaly v nor-
madlnich stravovacich ndvycich a navycich ordalni hygieny, ale
aby vyloucily ¢isténi kartackem pripojenych zkousenych
materidlu (viz ddle) a aby si nevyplachovaly uUsta Zadnou
obchodné dostupnou udstni vodou. ]

Kousky zubni skloviny hovéziho skotu o plose asi 10
mm? se pfimo upevni k Sesti kontralateralnim hornim premola-
rum a prvnim moldrum (zuby é. 1.4, 1.5, 1.6, 2.4, 2.5 a 2.6)
za pouziti obvyklych rame¢ku tak, aby bylo moZno zavedenymi
metodami kousky skloviny snadno vloZit a vyjmout. Pouzité
kousky zubni skloviny a konstrukce ramecku pro zkousky in
vivo jsou podrobné popsdny dale. Kousky zubni skloviny,
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kterymi se pokryje u kazdé zkuSebni osoby 6 zubli, se pone-
chaji v uUstech zkusSebnich osob riznou dobu, aby se na nich
nahromadil dentdalni plak. Potom se (po 2, 4, 8 nebo 24 ho-
dinach) kousky zubni skloviny pokryté bakteridlnim plakem z
ist vyjmou a stanovi se na nich sloZeni Zivotaschopné mikro-
bidlni populace, tj. celkovy pocet Zivotaschopnych bakterii
a podil aktivné rostouci populace za pouziti zpusobu podrob-
né popsanych dale.

Ziskand data poskytuji informaci o poc¢tu Zivota-
schopnych bunék, sloZeni druhl mikrobl v populaci Zivota-
schopnych bunék a podilu této populace, ktery aktivné
roste. Kolonizace implantovanych povrchu ¢i tvorba bio-
filmu, je definovdna jako specificka adherence + déleni
bunék. Mechanismy, o nichZ se predpokladad, Ze jsou vyznam-

né pro bakteridlni biomasu vzniklého plaku, zahrnuji

1) adherenci indigennich bakterii ke specifickym
receptorim na pelikuldrnich povrsich zubni skloviny;

2) koagregaci nebo adherenci mezi bakteriemi, které
jiz k zubni skloviné prilnuly (predbézZny plak) a jinymi
indigennimi bakteriemi (interbakteridlni adherence ¢i
koagreace) a

3) rust ¢i déleni bunék prirozenym zpusobem pril-
nutych bakterii. Pouze prvni z vysSe uvedenych mechanismi je
pfrimo studovan in vivo.

Na zdkladé dat ziskanych z téchto studii je mozno
vyhodnotit prirodni adherenci dvéma zplsoby. Strfedni polet
Zzivotaschopnych bakterii na mm? byl publikovan v praci
Liljemark et al., Oral Micro. & Immun. 8:5-15 (1993). Po 4
hodindch v ustech se zjisti asi 1 aZ 2 miliony Zivotaschop-
nych bunék na 1 mmZ. Druh& metoda vyhodnocovani prispévku
adherence ke vzniku biomasy plaku je ilustrovana na obr. 1B.
Zkousenim kazdého zubniho mista u 18 zkusebnich osob je




mozno dospét k hodnotam nasyceni vazebnych mist na peliku-

larnich povrsich. Vyse uvedend grafickad reprezentace ukazu-
je, Ze pelikularni mista jsou nasycena Zivotaschopnymi
pufikami v po&tu 200 000 az 630 000 (10°s3 az 10%/8) na 1
mm2. To odpovidd in vitro mérenim dostupnych slinnych va-
zebnych mist pro oralni streptokoky.

Na zakladé dat z podobnych studii byla mérena in
vivo rychlost interbakteridlni adherence tak, Ze byly do ust
vloZeny implantaty zubni skloviny pokryté souvislym povlakem
streptokokll (coZ je kmen, o némZ je znamo, Ze obsahuje
vét$inu znamych koagregaénich povrchovych adhesinl zpusobu-
jicich in vitro mezidruhové bakteridlni shlukovani v pufru)
(Skopek et al., Oral Micro. and Immun., 8:16-23 (1993)).
Podobné byla méfena in vivo rychlost adherence k implantatum

(Liljemark et al., vyse uvedend citace).

z informace, Ze za 24 hodin je biomasa plaku
tvorena asi 33 miliony bakterii/mm?, je zrejmé, Ze déleni
bunék predstavuje hlavni pfispévek ke tvrobé biomasy plaku
prvni den tvorby plaku. Adherence odpovidajici nasyceni
specifickych mist na pelikuldrnich povrsich se po 24 hodi-
nach podili na biomase plaku pouze z 1,5 %. Adherence k
zubni skloviné nebo interbakteridlni adherence se po 24
hodindch v uUstech podili na biomase plaku z 10 aZ 20 3%.

Tato méreni akumulace indigennich bakterii nepfed-
stavuji méreni, zda se bakterie v plaku skute¢né déli. Rust
bakterii miZe byt studovan a je zrejmy, kdyZ se graficky
znazorni vztah mezi aktivné rostoucim podilem populace plaku
a hustotou Zivotaschopnych bunék v jednotlivych mistech (viz
obr. 1A). Pri hustoté, kterda se pribliZuje hodnoté 2 500 000
do 3 200 000 (106'4'6'5) bakterii/mmz, bez ohledu na to, za
jakou dobu se této hustoty dosdhne, dojde k podstatnému

ndristu poétu aktivné rostoucich bunék. Z tohoto velkého
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zvySeni po&tu aktivné rostoucich bakteridlnich bunék p¥i
vySe uvedené hustoté populace vyplyva, Ze prilnuté bakterie
se nedéli nebo nerostou pomalu, nybrz vstupuji do obdobi
rychlého rustu.

Pro uUpravu vhodnych kouskl skloviny a pro upevnéni
implantati zubni skloviny do rémec¢ki in vivo se pouZije na-
sledujiciho zpusobu. Kousky skloviny z extrahovanych zubu
hovéziho skotu se rozreZou na c¢tverec¢ky o rozmérech asi 3 x
3 x 1 mm, jehoZ stény se rozbihaji v thlu 45°C. Jednotlivé
kousky se proméri pomoci digitdlniho méridla SHERE-TUMICA
(Shere-Tumica, St. James, HN, USA) a skladuji se v destilo-
vané vodé o teploté 4°C aZ do doby pouzZiti. Bé&Zné ramecky se
zhotovi na sadrovém modelu algindtového otisku maxildrniho
oblouku kazdé zkusebni osoby. Kousky zubni skloviny se
vtlaéi do zformované kulic¢ky z kompozitu VISIO-FIL (ESPE-
Premier, Norristown, PA, USA), kterad byla nanesena.na'
facidlni povrch maxildrniho premolarniho a molarniho zubu.
Kompozit je rozprostren tak, aby byl hladky a souvisle
pokryval sklovinu zubu, pricemZ uklddany kousek zubni
skloviny se do kompozitu ulozi tak, aby byl obnaZen jen jeho
povrch. Do vzniklych ramec¢ku se vyjimatelné umisti kousky
zubni skloviny za pouziti Spicéky ostrého nastroje na
vySetrfovani zubl (exploreru) prostrednictvim malého vrubu
vytvofeného pri vyrobé ramecku. Kousky zubni skloviny jsou
tésné upevnény v rdmeccich, coZ zabrafuje tvorbé plaku
jinde, neZ na obnaZeném povrchu. Vzniklé ramecky se potom
pripevni k pfisluSnym zublm pomoci lepiciho systému CONCISE
orthodontics bonding system (3M, St. Paul, MN, USA).

Pro méreni mikrobidlniho sloZeni a celkového poctu
zZivotaschopnych bunék se pouZije nasledujicich metod. Kousky
zubni skloviny se umisti do 1,0 ml pfedredukovaného anaerob-
né sterilizovaného (PRAS) redidla (L. V. Holdman a W. E. C.
Moore, Eds. Anaerobic Laboratory Manual, Virginia Polytech-




nic Institute and State University, Blacksburg, VA, USA,
124-127, 1973) v anaerobni komore (Coy Anaerobic Chamber,

Ann Arbor, MI, USA) a podrobi se 20sekundové sonikaci za

mirnych podminek (Kontes Cell Disruptor, Kontes, Vineland,
NJ, USA). Alikvot vzorku plaku se sériové zredi a zredéné
vzorky se nanesou na médium v miskdch (Spiral Systems, Inc.
Cincinnati, OH, USA). Kultivace ruznych druhi bakterii se
provadi na rliznych elektivnich a selektivnich médiich.
Kultivovatelna anaerobni mikrobidlni fléra, celkem, se sta-
novi za pouZiti doplnéného krevniho agaru (SBA), média ob-
sahujiciho tryptikasovy sojovy agar (BBL Microbiology
Systems, Cockeysville, MD, USA), 5% defibrinované ovéi krve,
0,00005% menadionu, 0,0005% heminu a 0,001% NAD (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA) a inkubuje za an-
aerobnich podminek 7 dni pri teploté 37°C. Na médiu SBA se
zjisti tmavé zbarvené anaerobni ty¢inky zahrnujici druhy
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia a Prevo-
tella melaninogenicus. Fusobacterium spp. se na médiu SBA
identifikuji jako kulaté neporusené hladké iridescentni
kolonie. Streptococcus spp. se stanovi na agaru Mitis
salivarius (MS) (Difco Labs., Detroit, MI, USA) s 0,1%
telluriéitanem draselnym (Difco Labs., Detroit, MI, USA).
Tyto misky se inkubuji za anaerobnich podminek v atmosfére
obsahujici 10 % vodiku, 10 % oxidu uhliéitého a 80 % dusiku
2 dny pri 30°C a potom 24 hodin za aerobnich podminek pri
teploté mistnosti. Adherentni tvrdé kolonie zahrnujici druhy
Streptococcus sanguis, Streptococcus gordonii a Streptoco-
ccus oralis, které jsou oznacovany jako streptokoky sanguis,
se identifikuji vizudlné znamym zpUsobem za pouZiti stereo-
mikroskopu a nepfimého osvétleni na zdkladé morfologie
kolonii. Streptokoky mitis jsou kulaté, hladké a krémovité
a zahrnuji druhy Streptococcus mitis a neadherentni kolonie
Streptococcus oralis.
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Streptokoky mutans se identifikuji na agaru MS a na
médiu MS-bacitracin dobre znamymi metodami. Zjisténé pocty
kolonii streptokoki mutans jsou nejvys$$i na obou pouzZitych
médiich. Veillonella spp. se identifikuji na modifikovaném
médiu Rogosa-~SL agar (Difco Labs., Detroit, MI, USA) na za-
kladé morfologie kolonii a Gramova barveni. Haemophilus spp.
se identifikuji na modifikovaném Cokoladovém agaru (MC) po
inkubaci v 10% oxidu uhlié¢itém 3 dny pfi 37°C pomoci znamych
metod (Liljemark et al., Infect Immun. 46: 778, 1984.
Actinomyces spp. se identifikuji na agaru CFAT (Zylber and
Jordan, J. Clin. Microbiology, 15: 253-259, 1982). Repre-
zentativni typy kolonii od kazZdého subjektu se nejprve
zkouseji pomoci reakce na katalasu. Potom se tyto kmeny
nechaji reagovat s antiséry (které laskavé poskytl dr.
George Bowden z Winnipegské university, Winnipeg, Kanada).
Za pouziti tohoto systému byly Actinomyces spp. identifi-
kovdny jako Actimyces viscous (ktery se podoba Actinomyces
naeslundii II), Actinomyces naeslundii I a Actinomyces
odontolyticus. Vypoc¢itd se celkova kultivovatelnad anaerobni
mikrobidlni fléra (Zivotaschopné bunky a celkovy pocet
jednotek tvoricich kolonie u ruznych druht na 1 mm?2
povrchu).

Skuteény poéet aktivné rostoucich bakterii na pe-
likuldrnim povrchu se stanovi za pouZiti zavedeni (inkorpo-
race) radioisotopem znac¢eného [methyl-3H]-thymidinu a [C14]—
adeninu. P¥itom se postupuje tak, Ze se vzorky plaku 30
minut inkubuji a potom se z nich extrahuji a spocitaji
radioizotopem znadené cilové molekuly DNA a/nebo RNA.
Vzhledem k tomu, Ze k syntéze DNA dochazi v prubéhu Zivot-
niho cyklu bakteridlni populace, zna¢i tyto nukleotidy
viechny aktivné rostouci buriky. Znaceni DNA je uZiteéné téz
z toho duvodu, Ze nezahrnuje reversi a Ze k syntéze nedocha-
zi u nerostoucich bunék. Pomoci vypoctu mnoZstvi inkorporo-
vaného [methy1—3H]—thymidinu a délenim této hodnoty celkovym




poétem Zivotaschopnych bunék se miZe zjistit hodnota poc&tu

radioaktivnich impulst za minutu (cpm), vztaZeno na bakterii
a tento pomér bude odraZet zménu poctu aktivné rostoucich
bunék, jakozto podil z celkového poltu Zivotaschopnych
bunék. Inkorporace radioizotopem znac¢eného nukleotidu do
ldtek nerozpustnych v kyseliné trichloroctové (TCA-neroz-
pustné 1latky) zajistuje, Ze se méri skutecna syntéza DNA

a nikoliv metabolismus radioizotopem znadéenych nukleotidu.
PouZiti kratké periody (ve srovndni s minimdlni dobou déleni
bunék), pouziti nadbytku [methyl-3H]—thymidinu a [cl4)~adge-
ninu a opakované vzorkovadni v prubéhu ¢asu takovym zplsobem,
Ze nedojde k naruseni tvorby plaku jsou charakteristické
znaky postupu, ktery predstavuje novy zplisob stanoveni
rostouci populace bakterii.

Méreni aktivné rostouci populace se provadi dale
popsanym zpusobem. Inkorporace [methy1-3H]-thymidinu
a [C14]—adeninu‘do TCA-nerozpustnych latek v bakteridlnich
placich ziskanych po vySe uvedené dobé se provadi tak, Ze se
alikvot sonikovaného plaku (0,3 ml) smichd s 0,1 ml smési
[methyl-3H]-thymidinu (14 000 mCi/mmol, Research Products
International Corp., Mt. Prospect, IL., USA) a [c14]-adeninu
(270 mCi/mmol, Amersham Research Products, Arlington
Heights, IL, USA). Konednd koncentrace nukleosidi po smi-
chani se vzorky plaku je 150 mCi/ml (100 aZ 200 nmol)
[methyl-3H]-thymidinu a 65 mCi/ml (200 aZ 250 nmol) [cl%]-
adeninu. Plak se smichd s radioizotopem znacenymi nukleosidy
v anaerobni komore a inkubace se provadi tamtéz po dobu 30
minut. Potom se vzorky radioizotopem znac¢eného plaku vyjmou
2z komory a inkubace se prerusi pridavkem 2,0 ml chladné
(4°C) kyseliny trichloroctové o koncentraci 100 g/litr. Na-
sleduje 30minutova extrakce pri 4°C. Vznikla sraZenina se
oddéli na celulosovém filtru Gelman GN-6 (Gelman Sciences,
Ann Arbor, MI, USA) a promyje tfikrat vidy 5,0 ml chladné
10% kyseliny trichloroctové. Filtr se umisti do lahvicéky,
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vysuSi a pridad se scintilacéni koktejl pro poc¢itani radio-
aktivnich impulsu. Inkorporace radioizotopu se vyjadri jako
podet radioaktivnich rozpadl [3H] nebo [C14] za minutu (cpm)

nalmm2

povrchu zubni skloviny nebo na jednu bakterii
(podle stanoveni celkového poctu jednotek tvoficich kolonie,
CFU). Radioizotopové znacky se pouzZiva v nadbytku. Tak
napriklad v pripadé bunék Escherichia coli s obsahem 9 x
10”13 g DNA/burika, pri obsahu zbytkd thymidinu v DNA 25 %,
se ke kaZdé reakéni smési pridd vice neZ jednomilionovy
nasobek genomového ekvivalentu thymidinu v 106+0 pakteriich.
Pridavd se také milionovy nadbytek genomového ekvivalentu
adeninu. Pulsni znaéeni neni zatiZeno obtiZemi, které jsou
charakteristické pro stanoveni intraceluldrni specifické’
aktivity a pro ekvilibraci izotopu, ponévadZ kazdy vzorek se
pulsné zpracovava stejnou kratkou dobu.

Inkorporace [methy1-3H]-thymidinu do bakteridlnich
bunék, jejichZ hustota odpovida nasyceni pelikuldrnich va-
zebnych mist (asi 200 000 aZ 630 000 (10°/3 az 10°/8)
bakterii/mmz) é¢ini asi 3,7 x 10”4 cpm/bakterie. Celkovy
pocet cpm [methyl—3H]—thymidinu na Zivotaschopnou burnku
v této dobé aktivniho rustu je prumérné asi 20 x 1074
cpm/bakterie. KdyZ se bakteridlnim bunikdm ve vzorku plaku
poskytne ustdleny zdroj energie pro rust, jako napriklad
kdyZ se provadi oplachovéani roztokem sacharosy, dosdhne se
pfi hustoté, kterd se blizi asi 2 500 000 aZz 3 200 000
(106'4'6'5) bakterii/mmz, hodnoty cpm/bakterie 160 x 1074
(viz priklad 2).

Tabulka 1

Porovnani inkorporace 3H—thymidinu, jakoZto méritko syntézy
DNA v streptokocich in vivo a in vitro




2

Hustota na mm

(3H-thymidin cpm/
bakterie) x 1074

Noéni kultura na
Todd-Hewittové
médiu

Prevazné strepto-
koky p¥ilnuté k
zubni skloviné

pfi nasyceni?

Bakterie v den-
talnim plakub
na zubni sklovi-
né, SILUX nebo
VISIO-DISPERS

Bakterie imobili-
zované K miskam
a médiim pomoci-

maleinanhydridu®

Bakterie imobili-
zované Xk miskam
a START® pomoci
maleinanhydridu®

[109 bakterii/ml
kapaliny]

200 000 aZ 630 000

2 500 000 az 3 900 000

625 000

625 000

2,5

20
(160 pri opla-
chovani roztokem

sacharosy)

5,4

80

a gata in vivo, strfedni hodnota (80 %) z 16 mist

b qata in vivo, stfedni hodnota (80 %) ze 22 mist

C stanoveni in vitro, stredni hodnota (80 %) z 35 pokusu

Priklad 2

zkoumani G&inkd oplachovdni roztokem sacharosy nebo glukosy

nebo vodou na rust bunék
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Kazdé zkousky se zUcastni 8 zdravych dospélych
lidi, 4 Zeny a 4 muZi. Témto dobrovolnikim se zpusobem
popsanym v prikladu 1 upevni na maxildrni prvni molary a
prvni a druhé premolary kousky zubni skloviny hovéziho
skotu.

Pokusy se provadéji po dobu 6 hodin u vS$ech 8 sub-
jektd, z nichz kaZdy md v Ustech 6 kousku skloviny. KazZdy
subjekt si proplachuje usta jednou za 15 minut po dobu 1
minuty 10 ml vody, roztokem glukosy o koncentraci 100
g/litr (glukosa bez obsahu sacharosy) nebo roztokem sacha-
rosy o koncentraci 100 g/litr (Sigma, St. Louis, Missouri,
USA). Experiment trvad celkem 6 hodin. V den 1 si zkusSebni
subjekty proplachuji usta roztokem glukosy, v den 2 vodou a
v den 3 roztokem sacharosy. Po 2 hodindch in vivo se 2z
rameckl vyjmou 2 ndhodné zvolené vzorky zubni skloviny. Po 4
hodinach se vyjmou dal$i 2 vzorky zubni skloviny a_po 6 ho-
dindch se vyjmou zbyvajici 2 kousky zubni skloviny. Ze vsech
kouskl zubni skloviny se ihned po vyjmuti odeberou vzorky
plaku, v nichZ se zpusobem popsanym v pfikladu 1 stanovi
slozZeni Zivotaschopnych bunék.

Sacharosa predstavuje znamou latku podporujici ad-
herenci a bakterialni ruist. Bylo oc¢ekavédno, Ze za pritom-
nosti nadbytku sacharosy bude populace indigennich bakterii
okamzité vykazovat vysokou uroven aktivniho rustu, ponévadz
je prilnuta k implantované zubni skloviné. Zjisténi, Ze po-
dobné jako je tomu u indigennich plakd popsanych v prikladu
1, dochdazi za podminek normalniho stravovani ke zvyseni
urovné aktivniho ristu u Zivotaschopnych adherentnich bak-
terii v dobé, kdy se jejich hustota pribliZi hodnoté
2 500 000 az 3 200 000 (10%/476/3) pakterii/mm?, je pre-
kvapujici. Neni prekvapujici, Ze udrovern aktivniho ruistu je
vy3$i neZ u neoplachované implantované zubni skloviny, ne-
otekdavané je, Ze k tomuto narustu dochdzi v okamZiku, kdy se




Tl

hustota Zivotaschopnych bunék pribliZi hodnoté 2 500 000 aZ

3 200 000 (106'4—6'5) bakterii/mmz. Neocekdvané také je, Ze
jak oplachovani glukosou, tak oplachovani vodou, md za na-
sledek zvy3eni poétu aktivné rostoucich bunék.

»

Priklad 3

Regulace hustoty populace za pouziti &inidla potlaéujiciho
adherenci

Zpusobem popsanym v prikladu 1 se na zuby upevni
kousky zubni skloviny hovéziho skotu. Za pouzZiti deioni-
zované vody a navazZenych mnoZstvi oktadecylsulfatu sodného
(S0S) se pri 60°C vyrobi roztoky oktadecylsulfatu sodného o
koncentraci 5 x 107 3M. Skutedna koncentrace miZe byt trochu
nizsi nez 5 x 10”3 vzhledem k rozpustnosti SOS ve vodé pri
teploté mistnosti. Pouzivd se pouze ¢irého supernatantu.

Kousky zubni skloviny se inkubuji s ¢irym super-
natantem SOS po dobu 30 minut a potom se 5 minut oplachuji
vodou, aby se odstranil nadbytek roztoku, takZe na povrchu
skloviny zustane pouze orientovand monomolekuldrni vrstva
oktadecylsulfdtu sodného. Vzorky zubni skloviny s vazanym
SO0S jsou oznacdovany nazvem SOS-sklovina.

0d 2 osob se shromazduji Uplné sliny (stimulace
parafilmem), které se potom vyderi lOminutovym odstfedova-
nim pri 10 000 x g. VycCerené a promisené sliny (1 ml) se
potom inkubuji s kousky zubni skloviny nebo s kousky SOS-
skloviny 45 minut pri teploté mistnosti za mirného pro-
trepavani. Kontrolni vzorky se inkubuji s fosfatovym pufrem
(Gibbons a Etherden, Infect. Immun. 36: 52 aZ 58 (1982)).
Kousky skloviny potaZené slinami (SC-sklovina) a kousky
SO0S-skloviny potazZené slinami (SC-SOS-sklovina) se také
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omyji fosfatovym pufrem (Gibbons a Etherden, vy$e uvedend
citace).

Vzorky skloviny, SOS-skloviny, SC-skloviny a SC-
S0S-skloviny se potom zkouseji na hydrofobicitu v zarizeni
Wilhelmy Balance model DCA-332, coZ je obchodné dostupny
vyrobek firmy Cahn Instruments, Cerritos, CA, USA). Obvod
kousku je 17,84 mm. Interval mdceni je 1 sekunda. Rychlost
platformy je 148,39 pm/s. Hodnoty dynamického styéného thlu
pro sklovinu, sklovinu osSetrenou SOS a SC-SOS-sklovinu jsou
uvedeny v tabulce 2.

V1iv oSetrfeni skloviny SOS na tvorbu plaku in vivo
ve srovndni s tvorbou plaku na neosSetrené skloviné se porov-
ndvd u dvou subjektl, kterym se ndhodnym zpusobem umisti 3
kousky neosSetrené skloviny a 3 kousky SOS-skloviny do
béZnych rameckl, které jsou popsdny v prikladu 1. Kazdy sub-
jekt se dvakrat vysetruje na tvorbu plaku po 2, 4, 8 a 24
hodindch. Zpusobem popsanym v prikladu 1 se stanovi se
celkovy pocet Zivotaschopnych bakterii na skloviné a SOS-
skloviné. Jak je zfejmé z obr. 3, po 2, 4, 8 a 24 hodinach
se na skloviné osSetrené SOS zjisti podstatné nizsi pocet
zivotaschopnych bakterii (geometricky stfed) ve srovnani
s neosetrenou sklovinou.

Tabul k a 2 «
Sklovina
Uhel Cyklus
1 2 3
postupujici 40 0 0
ustupujici 0 0 0
postupujici 64 35 29

ustupujici 0 0 0
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S0S-sklovina

Uhel Cyklus

1 2 3
postupujici 103 71 56
ustupujici 13 19 22
postupujici 103 60 60
ustupujici 28 , 33 34

SC-S0S-sklovina
Uhel Cyklus

1 2 3
postupujici 57 0 0
ustupujici 0 0 0
postupujici 68 51 49
ustupujici 33 34 36

Priklad 4

Regulace hustoty populace za pouziti hydrofobnich materiall

Za pouziti podobného modelu in vivo se také zkousi
bakteridlni kolonizace zubl v ustech 8 dospélych 1idi. Osm
dospénych subjektd, kteri se zucastriuji této studie jsou
studenti zubniho lékarstvi nebo profesiondlni mikrobiologo-
vé. Kousky zubni skloviny hovéziho skotu, dostavbového
materidlu SILUX (3M, St. Paul, MN, USA), VISIO-DISPERS
(svétlem tvrditelnd kompozitni dentdlni dostavbovad hmota
(ESPE-Premier, Norristown, PA, USA) o plose vidy asi 10 mm?2
se primo a soucasné upevni k sSesti kontralateralnim
premolarum a prvnim molarum za pouZiti obvyklych ramecku a
nechaji se v uUstech riznou dobu, aby se na nich akumulovaly
bakterie dentdlniho plaku.
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Kousky zubni skloviny hovéziho skotu v podobé &tve-
re¢ku se zplUsobem popsanym v pfikladu 1 vyfiznou z extraho-
vanych zubu hovéziho skotu. Kousky kompozitni pryskyfice
VISIO-DISPERS (tj. svétlem tvrditelnd kompozitni dentdlni
dostavbova hmota (ESPE-Premier, Norristown, PA, USA)) a
dostavbového materidlu SILUX (3M, St. Paul, MN, USA) se
vyrobi tvarenim ve formé zhotovené z vinylpolysiloxanového
registraéniho materidlu EXPRESS (3M, St. Paul, MN, USA), do
néhoZ byl otisknut pfedem upraveny kousek skloviny hovéziho
skotu. Kompozitni materidl se umisti do takto vytvorené
formy a forma se zakryje prouzZkem materiidlu Mylar, ktery se
svrchu pfitlac¢i, aby se ziskal hladky a rovny povrch. Kom-
pozit se potom 40 sekund vytvrzuje svétlem. Kousky kompozit-
ni pryskyrice se vyjmou z formy, upravi se jejich okraje
a zméri se povrchova plocha. Vnéjs$i povrch kouski se vylesti
pomoci lesticich kotoudl SOF-LEX (o hrubosti medium aZ fine)
(3M, st. Paul, MN, USA). Tak se simuluje kompozitni material
pouzivany v klinické praxi a odstrani se pritom vrstva boha-
t4 na pryskyrici.

Zpuisobem popsanym v pfikladu 1 se zhotovi ramedéky
pro kousky zkousenych materidlii. Kultivace ruznych druhi
bakterii na ruznych elektivnich a selektivnich médiich se
provadi zplsobem popsanym v prikladu 1. V predem uréenych
intervalech se kousky skloviny vyjmou a umisti do 1,0 ml
redidla PRAS (viz priklad 1), v némZ se podrobi sonikaci.
Zpusobem popsanym v pf¥ikladu 1 se také provede inkorporace
[methy1-3H]-thymidinu a [C14]—adeninu do latky nerozpustné
v kyseliné trichloroctové z bakteridlnich plaki odebranych
v prislusnych ¢asovych intervalech (viz priklad 1).

Obr. 4 ilustruje, Ze rychly narust aktivné rostou-
cich bakterii vykazuje men$i pocet kouskl VISIO-DISPERS
(ESPE-Premier, Norristown, PA, USA) a SILUX (3M, St. Paul,
MN, USA), ponévadZ na menSim poctu téchto kousku se popula-
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ce pfribliZi hustoté, ktera je spojovdna se stimulovanym nebo
aktivnim bakteridlnim rusten. Tyto povrchy jsou hydrofob-
néjsi neZ zubni sklovina pri méreni relativni hydrofobicity
za pouziti zarizeni Wilhelmy Balance. Také vzorky VISIO-
DISPERS (ESPE-Premier, Norristown, PA, USA) a SILUX (3M, st.
Paul, MN, USA), které jsou potaZeny slinami jsou hydrofob-
néjsi nezZ vzorky zubni skloviny potazené slinami. Konkrétné
se zjisti ndsledujici stredni hodnoty (* stfedni chyba) ustu-
pujiciho Uhlu pri méfeni s 8 replikacemi: sklovina 16,1
(+2,3), SC-sklovina 4,99 (+2,6), kompozit VISIO-DISPERS 23,5
(+x0,64), kompozit SC~VISIO-DISPERS 14 /1 (*2,3), dostavbova
hmota SILUX 29,2 (%2,7) a dostavbovid hmota SC-SILUX 14,6
(+8,89). Slinny povlak na vsech povrsich je podstatné méné
hydrofobni nei neoSetfeny ptvodni povlak (zdvojeny t-test).
Kromé toho, céstice dostavbového materiilu SC-SILUX jsou
podstatné hydrofobnéjsi ve srovnani se vzorky SC-sklovina
(opakované méreni ANOVA, Sheffe f test). Toto "prosvitani
hydrofobicity" je neodekdvané a lze je vysvétlit tim, ze
slinna blanka je pravdépodobné modifikovana tak, Ze mize
nechat proniknout znaénou &ast hydrofobicity podloZniho
povrchu.

Priklad 5
Vyroba pifipravki obsahujicich faktor SMR

PEipravky obsahujici faktor SMR se izoluji jak ze
suspenznich, tak z agarovych kultur kmene Streptococcus
gordonii, Challis, prirustkové éislo sbirky ATCC 35105.

V kratkosti lze vhodny postup popsat takto: inokulaéni stér
Z misky s SBA s obsahem kmene Challis (porost bunék ziskany
kultivaci pfes noc na BSA) se prida do Klettovy bariky
(objem 300 ml, stér z 1 misky na 20 ml média TH) a inokulum
(Klett asi 25) se kultivuje v Todd-Hewittové médiu (TH
medium, Difco Labs., Detroit, MI, USA) pri 37°C. KdyZ se
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zac¢ne hustota bunék zvy$ovat (Klett asi 26 az 28), v ruznych
stiadiich riustu se odebiraji bezbuné&né supernatanty: v &asné
fazi ristu (po asi 10 minutdch), stredni logarltmlcke fazi
rastu (po asi 60 minutich) a staciondrni fazi rtstu (po asi
160 minutdch).

Potom se porost bunék kmene Challis na miskdch s
BSA setre z povrchu agaru a inkubuje 1 hodinu p#i teploté
mistnosti v médiu TH (stér z jedné misky na 10 ml média TH).
Buriky se oddéli z média centrifugaci. Po odstranéni kﬁltivo—,
vanych bunék se navic otfeny agar SBA 1 hodinu inkubuje v 10
ml média TH a zbyvajici buriky se z média odstrani centrifu-
faci (10 minut pfi 10 000 x g).

Vycerené Uplné sliny odebrané dobrovolnikim a chla-
zené na asi 0°C se fosfétoVYm pufrem zfedi v objemovém
poméru 1 : 1 (Gibbons a Etherden, Infect. Immun. 36:-52 az
58 (1982)) a sterilizuji filtraci. Za pouziti vysSe uvedenych
postupl se ziskaji nasledujici inkubaéni kapaliny: fosfatovy
pufr (kontrolni), medium TH (kontrolni), sliny ve fosfatovém
pufru, supernatant z &asné faze ristu, supernatant ze stred-
ni logaritmické faze rustu, bunky z otéru SBA, agar SBA po
otéru.

Priklad 6
In vitro iniciace rustu bakterii za pouZiti pripravka

Z kouskd zubni skloviny hovéziho skotu ziskanych
zpusobem popsanym v pfikladu 1 se pripravi kousky pokryté
bakterialnimi burfikami. Rameéky pro kousky zubni skloviny se
vyrobi ve sterilnich mikrocentrifugaénich zkumavkach s plo-
chym vedenim (1,5 ml, Fischer Scientific, Itasca, IL, USA)
v Koflexové kaucukové bazi (Coe Labs., Chicago, IL, USA).
Dvéma aZ étyrem dobrovolnikim se odeberou sliny, které se




ochladi na teplotu asi 0°C, vycefi centrifugaci pri 10 000

x g (10 minut) a sterilizuji filtraci. Zafixované kousky
zubni skloviny se inkubuji se sterilnimi slinami 30 az 45
minut, sliny se dekantuji a pro odstranéni nepripojenych
slin se pouZije oplachu sterilnim fosfdtovym pufrem (2 x).

Potom se kouéky zubni skloviny potaZené slinami
potdhnou S. gordonii kmen, Challis, pfirustkové ¢islo sbirky
ATCC 35105. V kratkosti lze pouZity postup popsat takto.
Bakterie se péstuji pres noc v Todd-Hewittové médiu (TH
medium, Difco Labs., Detroit, MI, USA). Bakterie se primo
odeberou z inkubatoru, smichaji se supernatantem kultury a
1,0 ml vzniklé smési se umisti do mikrocentrifugaéni zku-
mavky obsahujici kousek zubni skloviny potaZeny slinami.
Mikrocentrifugaéni zkumavky obsahujici bakteridlni kulturu se
10 minut centrifuguji pfi zrychleni 10 000 x g. Po centri-
fugaci se nepfrilnuté bakterie dekantuji od adherentnich
bunék Streptococcus gordonii kmen, Challis, prirustkové
&islo sbirky ATCC 35105 a zkumavky obsahujici adherentni

buriky se umisti do anaerobni komory.

Kousky zubni skloviny potaZené bakteriemi se potom
inkubuji za pritomnosti inkubacnich kapalin z obsahem
faktoru SMR pfikladu 5.

Pro vyhodnoceni bakteridlniho rustu se kousky
prenesou do 24 jamkové komory s plochym dnem (Corning Glass
Works, Corning, NY, USA) za Gcelem ndsledné inkubace 2za
pritomnosti kapalin inhibujicich nebo povzbuzujicich bak-
teridalni rust. Pri kaZdém experimentu se 12 kousku zubni
skloviny vlozi do obvyklych ramecki. ZkuSebni vzorky tésné
priléhaji ke kauéukovému podkladu a neumozfiuji bakteriim
prilnout ke vzorkum ze zadni ¢&&asti nebo zboku.
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Vyhodnoceni ristu zahrnuje dvouhodinovou inkubaci s
riznymi kapalinami uvedenymi v tabulce III za pouZiti 12
kouskl skloviny. U kaZzdého kousku se stanovi pocet Zivota-
schopnych bakterii (pocet Zivotaschopnych bunék na 1 mm?
povrchu) (viz priklad 1 a 2).

Pro stanoveni Zivotaschopnych bunék se kousky
vyjmou a umisti do 1,0 ml predredukovaného anaerobné steri-
lizovaného (PRAS) redidla v anaerobni komofe (Coy Anaerobic
Chamber, Ann Arbor, MI, USA) a podrobi se 20-sekundové
sonikaci (Kontes Cell Disruptor, Kontes, Vineland, NJ, USA).
Vzorky plaku se sériové zredi a zredéné vzorky se nanesou na
misky (Spiral Systems, Inc., Cincinnati, OH, USA) s doplné-
nym krevnim agarem a Mittis-salivarius (Difco Labs. Detroit,
MI, USA).

Tabulka 3

Inkubac¢ni kapalina CFU/mm2 % vztazZenda
po 2 hodinové na pufr
inkubaci

Fosfatovy pufr

(kontrolni) 16 000 100
TH medium

(kontrolni) 16 800 105
Sliny/fosfatovy

pufr 40 000 250
Supernatant

z cCasné logarit-

mické faze rustu 78 000 488
Supernatant

ze stredni logarit-

mické faze rustu 41 000 256
Stér bunék s SBA 98 800 618

SBA po stéru 34 000 _ 213




pPriklad 7

ZkousSeni aktivity SMR in vitro

Pro vyhodnoceni SMR aktivity byl vyvinut dalsi test
in vitro.

Bakterie (0,01 az 2,5 X 107) se prednostné vazZou k
polystyrenovym stripovacim miskdm aktivovanym maleinan-
hydridem (Reacti—Bind(R), Pierce, Rockford, ILL, USA) pri
prednostni koncentraci 1 x 10% ml (200 pl na jamku &i 2
x 107 na jamku) podle predpisi vyrobce, naCeZ se provede
centrifugace po dobu 10 minut pri teploté 30 az 35°C
a frekvenci otaceni 3 000 min~l (PR-6 000 International).
Alternativné se bakterie odstredi (za podobnych podminek,
prednostné 2 x 107 na jamku) do 96-jamkové misky Immulon
(Dynatech Laboratories) nebo do stripovaci misky Corning
Brand Easy Wash ELISA Strip Wells. Prednostnimi bakteriemi
jsou bakterie Streptococcus gordonii, kmene Challis,
prirtistkové &islo sbirky ATCC 35105 a jako misek se pred-
nostné pouzZije 96-jamkovych misek aktivovanych maleinan-
hydridem. Jako prednostni koncentrace bakterii se pouZiva
koncentrace, pomoci které lze pokryt asi 20 aZ 40 %
povrchové plochy jamky. Po centrifugaci se nenavazané

bakterie odstrani.

Zahraté (35 aZ 37°C) supernatanty s obsahem SMR a
kontrolni supernatanty nebo izolované pripravky na bazi SMR
se potom pridaji do jamek a provede se 30-minutovd inkubace
pfi 37°C. Po 30 minutdch inkubace se pridaji radioisotopem
znadené nukleosidy (viz priklad 1) a buriky se inkubuji
dalsich 30 minut. Po inkubaci za pfitomnosti radioizotopem
znadenych nukleosidl se jamky oplachnou a jejich obsah se
prevede do scintilac¢nich zkumavek za ucelem spoc¢ivani radio-
aktivnich impulst. Cas od ¢asu se volné buiiky v radioizoto-
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pem znacené inkubacéni kapaliné s obsahem SMR také zachyti
pfred promytim na celulosovych filtrech a po inkubaci s
nukleosidy. Cas od ¢asu se bakterie odstrani z misek,
provede se srdaZeni kyselinou trichloroctovou a latka neroz-
pustnd v kyseliné trichloroctové se analyzuje na obsah
radioaktivity. Ve vét§iné pripada je mnozZstvi radioaktivi-
ty zavedené do latky nerozpustné v kyseliné trichloroctové
stejné, jako mnoZstvi radioaktivity detegované v miskach bez
srdZeni Kkyselinou trichloroctovou. Cas od &asu se také misky
inkubuji delsi dobu.

Imobilizace bakterii k miskdm za pouziti malein-
anhydridu se analyzuje v zavislosti na mnozZstvi bakterii
pridanych k 1 mm? jamky. Vazané bakterie se stanovi na
zdkladé vazby bunék predem oznacenych 10 uCi/ml [methyl-3H]—
thymidinu (Liljemark a Bloomquist, Infect. Immunol., 34: 935
aZz 941 (1981)). Zjisténé vysledky jsou uvedeny na obr. 5A.
Tyto vysledky ukazuji, Ze pocet bakterii navazanych na 1 mm?
pomoci maleinanhydridu se linearné zvysSuje s poctem bakterii
pridanym do jamky. Vazba bakterii k miskdm modifikovanym
maleinanhydridem, miskdm Immulon a miskam Easy Wash Strip
Plates se také provadi popsanym zpuisobem. Vysledky ukazuji,
Ze podet bakterii linedrné stoupa s poc¢tem bakterii prida-
nych do jamky (viz obr. 5B). '

Inkorporace [methyl-3H]—thymidinu do bunék kmene
Streptococcus gordonii Challis vazanych k maleinanhydridu
v zavislosti na ¢ase za pritomnosti nebo nepritomnosti
izolovaného faktoru SMR (viz priklad 8) je znadzornéna na
obr. 6. Vysledky ukazuji, Ze po 60 minutach inkubace
s purifikovanym pripravkem obsahujicim SMR dojde k asi
15-ndsobnému zvySeni inkorporace (methyl—3H]—thymidinu do
bunék exponovanych faktoru SMR ve srovnani s kontrolnimi
burikami (viz Sipka).




Inkorporace [methyl-3H]—thymidinu do vazanych bunék

kmene Streptococcus gordonii Challis exponovanych faktoru
SMR in vitro se porovna s inkorporaci [methy1-3H]-thymidinu
do in vivo adherentni plakové populace (viz priklad 1)

v zavislosti na hustoté. Vysledky jsou zfejmé z tabulky

1 v prikladu 1.

Tyto vysledky ukazuji, Ze inkorporace [methyl-3H]~
thymidinu do bakterii plaku in vivo pfi hustoté 2 500 000 az
3 900 000 (20106/4-10%+5) je asi 20 x 10™% cpm/bakterie a
inkorporace do bakterii adherentnich k maleinanhydridu pri
hustoté asi 630 000 bakterii/mm? je 80 x 10”4 cpm/bakterie.
Do bakterii z plaku in vivo o hustoté 200 000 aZ 630 000 byl
[methyl-3H]—thymidin inkorporovan priblizné ve stejném
rozsahu jako do bakterii in vitro o hustoté 625 000 bez
faktoru SMR.

PFriklad 8
Izolace a charakterizace faktoru SMR

Faktor SMR je mozZno ziskat z rostoucich kultur
streptokokovych kmeni, jakoZz i z Escherichia coli ATCC C.
55535. Prednostnim produkénim kmenem je Streptococcus
gordonii Challis ATCC €. 35105.

Zpusoby ziskavani SMR z bakteridlnich kultur jsou
popsany v prikladu 5. V alternativnim provedeni je moZno
pouzit ndsledujicich zplsobl produkce SMR. Inokulum se
pripravi péstovanim bakterie v Todd-Hewittové médiu (TH) 16
az 24 hodin pri 37°C (za anaerobnich podminek v pripadé
streptokokll a za anaerobnich podminek nebo aerobnich
podminek v pfipadé E. coli). Vyrobi se smés 100 pl inokula a
2 ml média TH a tato smés se umisti na povrch misky s
agarovym médiem. Jako agarového média se prednostné pred-
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nostné pouziva doplnéného krevniho agaru popsaného v
pfikladu 1. Alternativné se miZe pouZit agaru TH nebo pudy
RMPI-1640 (JRH Biologicals Inc., Lenexa, Cansas, USA) ve
smési s 1,5 % agarem (Difco). Prfednostné se s inokulem
smichd médium TH. Alternativné se pouZije RPMI-1640 nebo
pudy FMC (Terlecky et al., Infect. Immunol. 11: 649 aZ 655
(1975); Terlecky a Shockmann, Infect. Immunol. 11l: 656 aZ
664 (1975). Misky s médiem a rozhranim bakterie-agar se
inkubuji ve svislé poloze 16 aZ 24 hodin za anaerobnich
podminek pri 37°C.

Po inkubaci se do kaZdé misky pridd 5 ml média.
Prednostnim médiem je TH nebo plida FMC. Alternativné se také
miZe pouZiti RMPI-1640. Bunky se setfou z navlhéeného
povrchu a smichaji s pridanou kapalinou. Po asi 20 minutéach
pri teploté mistnosti se kapalnd smés odstfedi (10 minut pri
10 000 x g) za vzniku uUplného média s faktorem nebo faktory
SMR. Po centrifugaci se supernatant neobsahujici bunky zpra-
covava odstredovanim v koncentrac¢nim za¥izeni Centriprep
(Amicon Inc., Beverly, MA, USA) s vylucCovaci mezi molekulo-
vé hmotnosti asi 3 000. Pracuje se podle instrukci vyrobce.
ziskaji se faktory SMR obsahujici latky s molekulovou hmot-

nosti nizsi nez asi 3 000.

Za pouziti stejnych metod (inkubace, stéry, cen-
trifugace a zpracovani pomoci zafizeni Centriprep) se vy-
robi SMR z Escherichia coli ATCC 55535. Podobné lze vyrobi
i SMR z jinych bakteridlnich kmenu.

Za pouziti stejnych metod (inkubace, stéry, cen-
trifugace a zpracovani pomoci zarizeni Centriprep) se vy-
robi kontrolni pripravky bez bakteridlniho inokula pro vy-
robu kontrolnich kapalin, které jsou pojmenovény podle médii
pouzitych pro inokulaci a/nebo pridanych k miskdm po inkuba-

ci, napriklad nazvem TH-kontrolni.




Schopnost faktoru SMR z rlUznych zdroji a z ruznych

médii stimulovat mikrobidlni rust tfi ruaznych kmenlt bakterii
se zkousi pomoci inkorporace [methyl—3H]-thymidinu do bakte-
rii zplsobem popsanym vysSe. Vysledky jsou uvedeny v tabulce
4'

Tabulka 4
Inkorporace [methyl-3H]-thymidinu (cpm x 10™4/bakterie]
Imobilizovany kmen
Bakteridalni Médium po- S.gordonii S. gordonii E.coliP

zdroj pro uzité pro Challis® s79
faktor SMR  produkci

SMR
S. gordonii TH 80 1,1 39
Challis® RPMI-1640 48 - -
. FMC 58 - -
E. coliP TH 41 1,4 14
Kontrolni® TH 5,8 1,4 6,5
RPMI-1640 10 - -
FMC 12 - -

@ s. gordonii Challis pfirustkové ¢islo ATCC 35105

b E. coli kmen 149 prirustkové &islo ATCC 55535

C xontrolni inkubace a izolace jako v pripadé faktoru(u) SMR
d g, gordonii kmen S7 (SK8)

-- data nejsou k dispozici

Vysledky ukazuji, Ze SMR z Streptococcus gordonii
Challis ATCC ¢&. 35105 a Escherichia coli ATCC &. 55535

produkované ve trech pidadch Géinné stimuluji mikrobidlni
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rust jak Challis, tak E. coli. Vysledky téchto studii
ukazuji, Ze jak gram-negativni, tak gram-pozitivni bakterie
produkuji faktor ¢éi faktory SMR a jak gram-pozitivni, tak
gram-negativni bakterie mohou odpovidat faktor SMR z které-
hokoliv zdroje. Faktor ¢i faktory SMR z Challis vykazuji

nejvyssi dc¢innost.

Uplné médium s faktorem SMR produkované v pudé TH
pred oddélénim podilu s molekulovou hmotnosti nad 3 000
filtraci pfes membrdnu se zpracuje ruznymi ¢inidly a expo-
nuje ruznym podminkdm a potom analyzuje na aktivitu SMR.
Také kontrolni médium TH se podobnym zplisobem zpracuje Ci
exponuje. Na Uplné médium SMR se pusobi proteinasou K,
trypsinem, DNAasou a RNAasou (Sigma) za standardnich pod-
minek pro kazdy enzym. SMR osSetreny enzymem si zachovava
biologickou u&innost. Uplné médium SMR a izolované faktory
SMR podrobené zpracovadni varem, zmrazovadnim a zpracovanim v
autoklavu si zachovavaji svou biologickou ﬁéinnost.tTyto
vysledky ukazuji, Ze SMR v médiu TH je moZno charakterizo-
vat jako odolny proti trypsinu, proteinase K, DNAase, RNAase

a také proti zah¥ivadni a zmrazovani.
Priklad 9

Schopnost faktoru SMR stimulovat inkorporaci
[methyl-3H]—thymidinu do ruznych druhl bakterii

Ruzné druhy a rody bakterii se imobilizuji na
96~-jamkové misce aktivované maleinanhydridem, za ucelem
zjisténi, zda izolovany faktor SMR miZe stimulovat
mikrobidlni ruist méfeny prostrfednictvim pfijmu [methyl—3H]-
thymidinu. Bakterie se inkubuji s faktorem SMR nebo kon-
trolnimi pripravky zplUsobem popsanym vySe (viz priklad 7).
Faktor SMR byl ziskan z Streptococcus gordonii kmene Challis




ATCC ¢&. 35105

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.

Nasobek zvyseni inkorporace (methy1-3H]—thymidinu
se zjisti délenim hodnoty cpm/jamka pro tyto bakterie inku-
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a izolovan zpusobem popsanym v prikladu 6.

bované s faktorem SMR hodnotou cpm/jamka pro stejny

bakteridlni kmen inkubovany s TH-kontrolnim pripravkem.

TabulZXka 5

Bakterie Ndsobek vyjadfujici zvySeni inkor-
porace [methy1—3H]—thymidinu ve
srovnani s kontrolnim pokusem

Streptococcus gordonii

S7 0,8

Streptococcus gordonii

Blackburn 12,8

Streptococcus gordonii

12NA 7,6

Streptococcus para-

sanguis FW213 8,5

Streptococcus mutans

IB1600 18,2

Streptococcus sanguis

133-79 1,6

Streptococcus pneumoniae 7,4

Streptococcus pyogenes 10,5

Streptococcus faecalis

ATCC 29212 9,4

Streptococcus faecalis

ATCC 19433 7.5

Staphylococcus aureus 7,4

Staphylococcus epidermidis 7,4

Pseudomonas aeruginosa : 11,1

E. coli ATCC 55535 9,1

E. coli kmen TL 6,3

Haemophilus parainfluenza

HP-28
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Tyto vysledky ukazuji, Ze faktor SMR z S. gordonii
Challis ATCC ¢. 35105 miZe stimulovat mikrobidlni rust jak
gram-pozitivnich, tak gram-negativnich kmenl bakterii.

Priklad 10

Priprava Streptococcus gordonii kmen Challis s reporterovym .
genem pro signalizaci mikrobidlniho rustu za pouZiti metod
genového inZenyrstvi .

Bakteridlni kmen exprimujici amylasu vykazuje sti-
mulaci rustu prostrednictvim ristového faktoru SMR. Amyla-
sovy gen se vlozi do 16S ribosomdlniho RNA genu (16S xDNA)
Streptococcus gordonii Challis ATCC ¢&. 35105, ponévadZ je
pravdépodobné, Ze transkripce ribosomdlnich genl se vyznamné
zvy$i béhem propuknuti ristu indukovaného SMR. Inserce
jinych reporterovych geni do 16S rDNA nebo insercevfeporte-
rovych genu do jinych SMR-indukovatelnych bakteriélﬁich
operonl miZe podobné usnadnit vyvoj zlepsSenych stanoveni
SMR. Streptococcus gordonii Challis ATCC ¢. 35105 neobsahuje
endogenni amylasovy gen ani nevykazuje aktivitu tohoto
enzymu. Prednostné se voli takové reporterové geny a takoveé
genové produkty, které nejsou pritomny v hostitelské bakte-
ridlni burnce.

Bakteridalni kmeny pouZité pri zkouskach se zkon- .
struuji takto: Polymerasové retézové reakce (PCR) se pouZije
pro enzymatickou amplifikaci interniho fragmentu 16S rDNA
streptokokového kmene Challis dostupného pod ¢&¢. ATCC 35105.
Genomova DNA se purifikuje‘z tohoto kmene zplUsobem popsanym
v Bensing et al., J. Bacteriol. 175: 7 421 (1993). Na za-
kladé kontroly konzervovanych sekvenci streptokokovych rDNA
ulozenych v databazi ribosomdlnich DNA (Ribosomal Data Base,
Dept. of Microbiol., Univ. of Illinois, Urbana/Champaign
USA) byla vybrdna 20bp a 18bp sekvence v predvidanych vysoce



konzervovanych oblastech genu. Za pouZiti automatizovaného

sekvenovaciho zarizeni Applied Biosystems 391 Automated
Sequencer se podle instrukci vyrobce zhotovi syntetické
oligonukleotidové primery. Téchto sekvenci, tj. sekvence

5'=TCAGGAATTCGGCTAACTACGTGCCAGCAG-3"'
(SEQ ID NO:1) a

5'~GAGCGGATCCCCCGGGAACGTATTCAGC-3"'
(SEQ ID NO: 2),

které priblizné odpovidaji predvidané sekvenci bazi 554 az
573 a komplementdrni sekvenci bazi 1462 aZ 1479 16S rRNA
genu Streptococcus gordonii Challis ATCC ¢. 35105 (s mistem
Stépeni pro restrikéni enzym EcoRI pridanym k 5' konci

a BamHI pridanym k 3' konci) se pouzije jako primeru pro
reakci PCR. Reakce PCR se provadi na templatu, ktery se
skldda z 75 ng chromosomdlni DNA z Streptococcus gordonii
Challis ATCC ¢&. 35105, 1 W4 M kazdého z primeru, 300 p

M kazdého z ANTP s 10 % dimethylsulfoxidu a 4 mM chloridu
horeénatého (F. M. Ausubel et al., Current Protocol in
Molecular Biology, New York, Greene Publishing Associates
and Wiley-Interscience, 1987).

Amplifikace se provadi v Hybaidové tepelném cyklo-
vadi za pouziti Vent DNA polymerasy z New England Biolabs.
Po PCR se amplifikovany fragment DNA o predem urcené veli-
kosti (900 bp) deteguje jako hlavni produkt PCR elektro-
forézou na agarosovém gelu. Tento fragment se rozS$tépi EcoRI
‘a BamHI (v dusledku pritomnosti vnitfniho mista EcoRI
v amplifikované DNA se vypusti asi 100 bp od 5' konce frag-
mentu), liguje do mista vektoru pRQ200 za vzniku plasmidu
pMSP16Samy (viz obr. 7) za pouziti standardni metodologie
rekombinace DNA. Plasmid pRQ200 byl zkonstruovan zpusobem

popsanym v Lane et al., vySe uvedend citace, a ziskdn od dr.
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Yasbina z Marylandské University v Baltimore, Maryland, USA.
Tento plasmid se transformuje do E. coli DHSaMCR
(BRL/Gibco). Tranformanty se selektuji na resistenci vuci
erythromycinu.

Je dobré si vsimnout polohy sekvence rDNA v sou-
sedstvi bezpromotorového amylasového genu (obr. 7). Potom se
pridad plasmid pMSP16Samy ke kompetentnim burikdm kmene
Streptococcus gordonii Challis ATCC ¢. 35105, ¢imZ se
umozni, aby byly kompetentni bufiky transformovany prijetim
plasmidu pMSP16Samy (tento zplsob je popsan v Macrina et
al., Gene, 19:345 (1982)). Jak popisuji Lane et al. ve vyse
citované publikaci, tento plasmid se nemiZe autonomné
replikovat, a proto mohou transformanty exprimujici marker
resistence vi¢i erythromycinu pRQ200 vzniknout pouze
integraci plasmidu do chromosomu prostrednictvim rekombinace
mezi sekvencemi klonované rDNA a sekvencemi v genomu.
Predvidand struktura takového rekombinantu je zndzornéna na
obr. 8. JelikoZ se predpoklada, Ze v bakterii, jako je
Streptococcus gordonii Challis ATCC ¢. 35105, je asi 7
opakovadni geni rDNA, miZe k integraci dojit u ruznych
transformahtﬁ na ruznych mistech. Proto se zachyti asi 20
riznych transformant, které se purifikuji a zkousi na
amylasovou aktivitu. PFi zkouskach popsanych dale byly
vybrany pro dal$i pouzZiti pri tomto stanoveni dva kmeny
ziskané timto zplisobem, tj. MSP812 (ATCC ¢&. 69528) a MSP818
(ATCC &. 69529) exprimujici amylasu.

Kmen MSP812 je kmen Streptococcus gordonii Challis
ATCC &. 35105, ktery produkuje béhem mikrobidlniho rustu
amylasovou aktivitu. Tento kmen byl uloZen ve sbirce ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) 6.
ledna 1994 a obdrZel prirustkové ¢islo 69 528. Kmen MSP818
je kmen Streptococcus gordonii Challis prirustkové ¢islo
ATCC 35105, ktery exprimuje amylasovou aktivitu v zavislosti

-




na mikrobidlnim ristu. Tento kmen byl uloZen ve sbirce ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) 6.

ledna 1994 a obdrzZel prirustkové ¢islo 69 529. Jako jiné
relevantni charakteristiky téchto organismi je moZno uvést,
Ze se jednd o gram-pozitivni koky rostouci v retézcich,

které jsou resistentni viéi erythromycinu.
Priklad 11

In vitro stanoveni mikrobidlniho rustu bakteridlnich kmenu s
reporterovym genem pro rust, které byly sestrojeny metodami
genového inZenyrstvi

Bakteridlnich kmenu zkonstruovanych zpusobem popsa-
nym v prikladu 10 se pouzZije pro stanoveni faktoru SMR.
Produkce amylasy v bakteriich se monitoruje v bakteriich,
které se inkubuji za pritomnosti nebo za nep¥itomnosti izo-
lovaného faktoru SMR za pouZiti stanoveni amylasy v pudé se
$krobem. Kultury bakterii se péstuji pres noc za anaerobnich
podminek pri 37°C (asi 10° bunék/ml). Pritom se pouziva S.
gordonii Challis ATCC ¢&. 35105 (negativni kontrola), S. gor-
donii Challis ATCC ¢. 65928 nebo S. gordonii Challis ATCC ¢&.
65929 v Todd-Hewittové médiu (TH, Difco). Bakterie se sklidi
centrifugaci, promyji stejnym objemem TH a resuspenduji ve
stejném objemu TH. Resuspendované bakterie se desetinasobné
zfedi TH, ktery obsahuje bud zkouSeny pripravek s faktorem
SMR nebo kontrolni extrakty. Vidy 5 pl kaZdé suspenze se
inokuluje na povrch Todd-Hewittova agaru s obsahem 0,2 %
Skrobu. Pripravi se série misek se stejnym inokulem a tyto
misky se inkubuji p¥i 37°C v anaerobni komofe. V 30-minu-
tovych intervalech se misky vyjimaji z inkubatoru a zapla-
vuji Lugolovym roztokem (0,5 % jodu, 1 % jodidu drasel-
ného).
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Vysledky zkousky na miskdch se Skrobovym agarem
jsou uvedeny v tabulce 6. Oblasti agaru, kde amylasova
aktivita degradovala Skrob jsou svétlé, coZ je zrfejmé na
tmavém pozadi okolo oblasti, kde bakterie rostly. V pfi-
padé, Ze je pritomna aktivita faktoru SMR, se vyskytuje
jeden nebo dva okamZiky (obvykle v rozmezi od 2. do 3.
hodiny), kdy bakterie oSetrené SMR produkuji vice amylasy,
a tedy vykazuji intenzivnéjsi halo-efekt, tj. zesvétleni
okolo oblasti bakteridlniho rustu ve srovnani s bakteriemi,
které byly osSetreny kontrolnimi ¢inidly, péstovanymi ve
stejné misce. Ziskand data jsou uvedena v tabulce 6.

Tabulka 6

Zéna zesvétleni po dobé (h)

Kmen 1 1,5 2 2,5 3 4
Challis

ATCC ¢. 35105 0] 0 0 0 0 -0
pMSP812

(kontrolni) 0 0 0 0 1 3
pMSP812 (START)

ATCC 69528 0 0 2 3 3 3.
pMSP818

(kontrolni) 4] o] 0 1 2 3
pMSP818 (START)

ATCC 69529 0 1 2 3 3 3

0 = 2adnd zdéna zesvétleni okolo bakteridlni kolonie

1 = zéna zesvétleni obklopujici okraj bakterialni kolonie
2 = pozorovatelni zéna zesvétleni uzZ$i neZ 1 mm

3 = dobre definovanad zéna zesvétleni okolo bakteridlni

kolonie

Transformované a netransformované kmeny Challis se

také podrobi zkousSeni na schopnost odpovidat na faktor SMR
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pri zkousce in vitro. Pfi tom se Streptococcus gordonii
Challis ATCC prirlistkové &islo 35105, Streptococcus gordonii
Challis ATCC prirustkové &islo 65928 nebo Streptococcus gor-
donii challis ATCC prirustkové c¢islo 65929 navdZou na misky
aktivované maleinanhydridem zpusobem popsanym v prikladu 7.

Tabulka 7

Inkorporace [methy1—3H]-thymidinu [cpm x 10'4/bakterie]

Kmen bakterii SMR TH (kontrolni)
Challis ATCC ¢&. 35105 85
Challis MSP812 ATCC ¢. 69528 107
Challis MSP18 ATCC &. 69529 147

Tyto vysledky ukazuji, Ze transfomované geny od-
povidaji na faktor SMR podobné jako netransformovany kmen.
Transformovanych kmenl lze proto mj. pouZit pro méreni
mikrobidlniho ristu za pouZiti vysSe popsané amylasové
zkousky, pri kterémito méfeni se zjistuje, zda dochazi k
odpovédi na faktor SMR, nebo nikoliv.
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SEZNAM SEKVENCI

(1) OBECNE INFORMACE:
(i) PRIHLASOVATEL: Bloomguist, Cynthia G.

Douglas, William H.
Dunny, Gary M.
Liljemark, Wiliam F.
Reilly, Bernard E.

(ii) NAZEV VYNALEZU: Composition and Process to Treat

Control Bacterial Infection
(Pripravek a zpusob pro lécbu
a potladovani bakteridlni infekce)

(iii) POCET SEKVENCI: 2
(iv) ADRESA PRO KORESPONDENCI:

(v)

(vi)

(vii)

(A) ADRESAT: Merchant & Gould

(B) ULICE: 3100 Norwest Center
(C) MESTO: Minneapolis

(D) STAT: Minnesota

(E) ZEME: USA

(F) PsC (2ZIP): 55402

STROJNE CITELNA FORMA:

(A) TYP MEDIA: disketa

(B) POCITAC: IBM PC kompatibilni

(C) OPERACNI SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, verze #1.25
DATA VZTAHUJIcI SE K TETO PRIHLASCE:

(A) CIfsLO PRIHLASKY:

(B) DATUM PODANI:

(c) ZATRIDENI:

DATA VZTAHUJICI SE K DRIVEJSf PRIHLASCE:
(A) GISLO PRIHLASKY: US 08/029,675

(B) DATUM PODANI: 11. brezna 1993

(c) ZATRIDENI:




(vii) DATA VvZTAHUJIcf SE K DRIVEJSI PRIHLASCE:

(viii)

(ix)

(A) ¢isLo PRIHLASKY: US 08/004,971
(B) DATUM PODANI: 15. ledna 1993
(c) ZATRIDENI:

INFORMACE O ZASTUPCI:

(A) JMENO: Kowalchyk, Katherine M.
(B) ¢ISLO LICENCE: 36 848

(c) sPISOVA ZNACKA: 600.289-US-01
INFORMACE O TELEKOMUNIKACNIM SPOJENI
(A) TELEFON: 612-332-5300

(B) TELEFAX: 612-332-9081

(2) INFORMACE O SEQ ID NO:1:

(i)

(ii)
(x1i)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 30 bazovych paru

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) RETEZCOVOST: jeden retézec

(D) TOPOLOGIE: linedrni

TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:1:

TCAGGAATTC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG 30

(2) INFORMACE O SEQ ID NO:2:

(1)

i} (ii)

(xi)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 28 bazovych paru

(B) TYP: nukleova kyselina

(Cc) RETEZCOVOST: jeden retézec

(D) TOPOLOGIE: linedarni

TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:2:

GAGCGGATCC CCCGGGAACG TATTCAGC 28
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1. ZplUsob predvidani, kdy budou bakterie pfilnuté k
povrchu vykazovat aktivni rast, vy znac¢uijici s e

tim, Ze se

a) stanovi hustota prvni populace Zivotaschopnych .

bakterii na povrchu,

b) hustota prvni populace se porovna s hustotou
druhé populace obsahujici stimulovany nebo zvySeny pomér
aktivné rostoucich bakterii k Zivotaschopnym bakteriim ve

druhé populaci a

c) aktivni bateridlni rust se predvida, kdyz je
hustota prvni populace vys$Si neZ hustota druhé populace.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznaéujici
s e t im, Ze hustota b) leZi pribliZné v rozmezi od

400 000 do 6 300 000 bakterii/mm2.

3. Zpusob podle naroku 1, vyznadcéujici
se tim, Ze k ristu bakterii dochdzi na poVrchu,,kterY
je susceptibilni va¢i bakteridlnimu zamoreni.

4. Zpusob podle naroku 1, vyznaéujici .
s e tim, Ze k ristu bakterii dochdzi na povrchu dental-

niho implantatu. -

5. Zpusob podle ndroku l, vyznaduijici
se tim, 2e k rustu bakterii dochdzi na povrchu implan-

tovaného biomaterialu.

6. Zpusob predvidani aktivniho rustu bakterii na

povrchu, vyznacujici se tim, Ze se




a) stanovi hustota populace Zivotaschopnych

rostoucich bakterii na povrchu,

b) stanovi se populace aktivné rostoucich bakterii

na povrchu,

c) vypo¢itd se pomér aktivné rostoucich bakterii
k Zivotaschopnym bakteriim na povrchu a

d) aktivni baterialni rast na povrchu se predvida,
pokud pomér ze stupné c) lezi v rozmezi od asi 5 x 1074 : 1
do asi 20 x 1072 : 1.

7. Zpusob podle nadroku 6, vyznacuijici
s e t i m, Ze se populace aktivné rostoucich bakterii
stanovi tak, Ze se nadbytek znaceného nukleosidu prida k
bakteriim na dobu kratsi neZ je minimdlni doba déleni bunék
téchto bakterii, bakterie se nechaji rust po dobu postadu-
jici pro umoZnéni inkorporace znaceného nukleotidu do bak-
terii a identifikuje se mnoZstvi znac¢eného nukleotidu inkor-
porovaného do DNA bakterii.

8. Zpusob podle naroku 7, vyznacujici
s e t im, Ze se znaceny nukleosid voli ze souboru zahr-
nujiciho radioizotopy znaené puriny a pyrimidiny.

9. Zpusob podle ndroku 7, vyznacé¢éuijici
s e t i m , Ze se znaCeny nukleosid voli ze souboru
zahrnujiciho [methy1-3H]-thymidin a [C14]-adenin a jejich

smési.

10. 2Zpusob podle naroku 6, vyznacujici
s e tim, Ze pomér ve stupni c) leZi v rozmezi od asi
10 x 107% : 1 do 40 x 1074 : 1.
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11. Zpusob inhibice bakteridlniho rustu na povrchu,
vyznacujici s e t i m, Ze se populace bakterii
na povrchu reguluje udrZovanim hustoty populace bakterii pod
hustotou populace spojenou se zvysSenim nebo stimulaci poméru

rostoucich bunék k Zivotachopnym buikdm v této populaci.

12. ZpUsob podle nadroku 11, vyznacédujici
s e t i m , Ze se hustota populace bakterii na povrchu
reguluje omezenim styku ¢inidel podporujicich adherenci s
bakteriemi.

13. ZpuUsob podle naroku 12, vyznadcéujici
s e t i m , Ze ¢inidlo podporujici adherenci je zvoleno
ze souboru zahrnujiciho polypeptidy, glykoproteiny a uhlo-
hydraty.

14. Zpusob podle naroku 11, vyznac¢ujici
se tim, Ze se hustota populace bakterii na povrchu re-
guluje modifikaci hydrofobicity povrchu pomoci €inidla po-
tlac¢ujiciho adherenci.

15. Zpusob podle naroku 14, vyznaéujici
se tim, Ze &inidlem potlac¢ujicim adherenci je natrium-
oktadecylsulfat.

16. Zpusob podle naroku 11, vyznadéujici
s e t i m , Ze se hustota populace bakterii na povrchu re-
guluje volbou materidlu, jehoZ stredni dynamicky styény po-
stupujici dhel je vyssSi neZ asi 60° a stfedni dynamicky
styény ustupujici dhel je vys$si neZ asi 20°.

17. Zpusob podle naroku 16, vyznaéujici
se tim, Z2e stfedni dynamicky styény postupujici udhel

je vyssSi neZ asi 90°.
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18. Zpusob podle naroku 11, vyznac¢cujici
s e tinm, Zek bakteriélnimu rustu dochdzi za pritomnosti
vodné kapaliny zvolené ze souboru zahrnujiciho télesné kapa-
liny, sérum, kapaliny obsahujici uhlohydraty, kapaliny obsa-
hujici polypeptidy, kapaliny obsahujici glykoproteiny a
vodu.

19. Pripravek, vyznacuijici s e
t i m , Ze obsahuje faktor zacdtku mikrobidlni replikace
produkovany bakteriemi, jehoZ molekulovd hmotnost je niZsi
nez asi 3 000 podle méreni filtraci pfes membranu vyluéuji-

ci molekuly podle molekulové hmotnosti.

20. Pripravek podle naroku 19, vyznacu-
jici s e tim, Ze faktor zacddtku mikrobidlni re-

plikace je resistentni viéi zpracovdni v autoklavu.

21. Pripravek podle naroku 19, vyznac¢u-
jici s e t i m, Ze faktor zacadtku mikrobidlni re-

plikace je izolovan ze streptokoki sanguis.

22. Pripravek podle naroku 19, vyznacdcu-
jici s e t i m, Ze faktor zadatku mikrobialni re-
plikace je izolovan z Streptococcus gordonii Challis
ATCC ¢. 35105.

23. Pripravek podle naroku 19, vyznadcd¢u-
jicli s e tim, Ze faktor zacatku mikrobidlni re-
plikace je izolovan z Escherichia coli 149 ATCC ¢&. 55535.

24. Pripravek podle naroku 19, vyznacdcu-
jici se tim, Ze faktor zadatku mikrobidlni re-

plikace stimuluje rust bakterii.



25. Pripravek podle naroku 19, vyznac¢u-
jici s e t i m, Ze obsahuje slozky zvolené ze sou-
boru zahrnujiciho kationty, anionty, enzymy, transportni
polypeptidy, koenzymy, kofaktory a polypeptidy.

26. Pripravek podle naroku 19, vyznadcu-
3 ici s e t im, Ze faktor zaddtku mikrobidlni re- .
plikace stimuluje rust bakterii pFfi hustoté populace niZsi
neZ je hustota spojend se zvysSenim nebo stimulaci poméru .
aktivné rostoucich bunék k Zivotaschopnym burnikdm v dané

populaci.

27. Pripravek podle naroku 19, vyznadéu-
jici s e tim, Ze faktor zacdtku mikrobidlni re-
plikace stimuluje nebo zvysSuje rust bakteridlnich bunék v
dané populaci za Ucelem dosazZeni poméru rostoucich bunék k
Zivotaschopnym burikkdm v této populaci od asi 5 x 1074 : 1
do asi 20 x 1072 : 1.

28. Pripravek podle naroku 19, vyznadcu-
jici se tim, Z2e faktor zac¢dtku mikrobidlni re-
plikace je izolovan z bakterii rostoucich na povrchu.

29. Pripravek podle naroku 20, vyznadc¢u-
jici se tim, 2e faktor zac¢dtku mikrobidlni re-

plikace je izolovdn z bakterii rostoucich v suspenzi. .
30. ZpUsob zvysovani G¢innosti antimikrobidlniho .
¢inidla, vyznacujici se tim, Ze se

bakterie uvedou do styku s timto antimikrobidlnim ¢inidlem
za pritomnosti faktoru zadatku mikrobidlni replikace podle
nidroku 19, aby byl iniciovan aktivni rust bakterii.



31. ZpUsob podle naroku 30, vyznac¢cuiji-

c i S e t im, Ze se pouZije antimikrobidlniho ¢inid-

la, které je specifické pro dané bakterie.

32. Zpusob stanoveni, zda ¢inidlo inhibuje nebo
zvySuje uU¢innosti faktoru zacdtku mikrobidlni replikace,

vyznacujici se tim, Ze se

a) populace bakterii uvede do styku s ¢inidlem, o
némZ se predpokladd, Ze zvysSuje nebo inhibuje Ucéinnost
faktoru zaddtku mikrobidlni replikace a s faktorem zacatku
mikrobidlni replikace podle naroku 19 za vzniku osSetrené

populace,

b) v oSetrené populaci se stanovi podil rostoucich

bakterii a

c) stanovi se zvyS$eni nebo inhibice G¢innosti
faktoru zaddtku mikrobidlni replikace na zakladé porovnani
podilu rostoucich bakterii v oSetfené populaci s podilem
rostoucich bunék v bakteridlni populaci uvedené do styku s

faktorem zacdtku mikrobidlni replikace.

33. ZpUsob podle ndroku 32, vyznac¢uiji-
ci s e t im, Ze se rozsah ristu stanovi méfenim
mnoZstvi inkorporovaného radioizotopem znac¢eného nukleoti-

du vztaZeného na jednu bakterii.

34. Zpusob podle ndroku 32, vyznad¢uiji-
c i s e t im, Z2e se jako bakterie pouZije Streptoco-
ccus gordonii Challis ATCC ¢&. 35105.

35. 2plsob podle naroku 32, vyznac¢uiji-
c1 s e t i m , Ze bakterie je vazana k povrchu.
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36. Zpusob podle naroku 32, VvV Yy zna duiji-
ci s e £t i m , Ze &inidlo, o némz se predpoklada, Ze
inhibuje nebo zvySuje Géinnost faktoru zaddtku mikrobidlni

replikace, je vézan k povrchu.

37. Zpusob méreni uGéinnosti faktoru zadatku mikro-

bidlni replikace na bakterie, VvV Yy zna dujici s e

tim, Ze se

a) populace bakterii uvede do styku s faktorem za-
&atku mikrobidlni replikace podle nidroku 19 za vzniku oset-

rené populace a

b) stanovi se rozsah stimulace mikrobialniho rustu
na zakladé porovnéani mikrobialniho rustu osetfené populace s
mikrobidlnim rustem neodetfené populace bakterii.

38. Zpusob podle naroku 37, vyznacuj i-
ci s e t i m , Ze se mikrobidlni rist stanovi méfenim
mnozstvi inkorporovaného radioizotopem znadeného nukleoti-

du vztaZeného na jednu bakterii.

39, Zpusob podle naroku 37, vyznac¢cuiji-
c i s e t i m , Ze se jako populace bakterii pouZije
biologicky &isté populace Streptococcus gordonii Challis
ATCC ¢. 35105.

»

40. Zpusob podle naroku 37, vyznac¢cujl-
c i se t im, Ze populace bakterii je vazana k

povrchu.

41. Zpusob stimulace mikrobialniho rustu, vy -
znacujici se tim, je se populace uvede do-
styku s faktorem zacatku mikrobidlni replikace podle naroku

19 v mnoistvi, které je uéinné pro zvyseni poméru aktivné
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rostoucich bunék k Zivotaschopnym burnikdm v dané populaci
bakterii.

42. Zpusob podle naroku 41, vyznacujici
s e t im, Ze se pomér aktivné rostoucich bunék k Zivota-
schopnym bunkam v populaci zvysi na hodnotu od asi 5 x 1074 : 1
do asi 20 x 1072 : 1.

43, ZpUusob podle naroku 40, vyznac¢cuiji-
ci s e t i m , Ze populace bakterii je vazana
k povrchu.

44. Zpusob podle naroku 41, vyznac¢uiji-
ci s e t i m , Ze populace bakterii je v suspenzi.

45, Geneticka kazeta, kterda se sklada

a) z prvni sekvence DNA kédujici bakteridlni

reporterovy gen pripojené k 3' Kkonci

b) druhé sekvence DNA, kterd se hybridizuje ke genu
nebo &asti genu, jehoZ exprese je koordinované regulovana
rustem bunék a je umisténa v bakteridlnim chromosomu za
vzniku genetické kazety, v niZ druhd sekvence DNA zajistuje
rekombinaci a integraci genetické kazety nebo jeji ¢asti do

genu v bakteridlnim chromosomu.

46. Genetickad kazeta podle naroku 45, v niZ prvni
sekvence DNA kéduje bakterialni amylasu.

47. Genetickad kazeta podle naroku 45, v niZz druha
sekvence DNA kéduje &ast streptokokového 16S ribosomdlniho

RNA genu.
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48. Geneticka kazeta podle nadroku 45, ktera dale
obsahuje selektovatelny markerovy gen pripojeny k prvni
a druhé sekvenci DNA.

49. Plasmid obsahujici genetickou kazetu podle
naroku 45.

50. Bakterialni kmen obsahujici genetickou kazetu
nebo jeji cast podle naroku 45 stabilné integrovanu do
bakteridalniho chromosomu v misté, jeZ je pod kontrolou
promotoru, jehoZ exprese je koordinované regulovana rustem
bunily. '

51. Bakteridlni kmen podle ndroku 50, kde bakte-
ridlni hostitelskou burikou je Streptococcus gordonii Challis
kmen MSP818, ATCC ¢. 69529.

52. Bakteridlni kmen podle naroku 50, kde bakte-
ridlni hostitelskou bunikou je Streptococcus gordonii Challis
kmen MSP812, ATCC ¢. 69528.

53. Bakteridlni kmen obsahujici genetickou kazetu
nebo jeji &ast podle naroku 45, pricemZ tento bakterialni
kmen neobsahuje endogenni sekvenci DNA kédujici produkt’
bakteridalniho reporterového genu.

54. Zplsob méreni uUc¢innosti faktoru zacatku mikro-
bidlni replikace, vyznacujici s e tim,
Ze se

a) vytvori populace bakterii, jeZ obsahuje stabilné
integrovanou genetickou kazetu nebo jeji ¢ast pod kontrolou
promotoru, jehoZ exprese je koordinované regulovana rustem
buriky, pricemZ tato kazeta obsahuje



i) prvni sekvenci DNA kédujici produkt bakterialni-

ho reporterového genu pripojenou k 3' konci

ii) druhé sekvence DNA, kterd se hybridizuje ke genu
nebo &asti genu, jehoZ exprese je koordinované regulovana
rustem bunék a je umisténa v bakteridlnim chromosomu za
vzniku genetické kazety, v niZz druhd sekvence DNA vykazuje
dostatednou miru totoZnosti se sekvenci tohoto genu nebo
jeho éasti, aby doslo k rekombinaci a integraci Qenetické
kazety nebo jeji &asti do genu v bakteridlnim chromosomu,

b) populace bakterii se uvede do styku s faktorem

zadatku mikrobialni replikace za vzniku osSetrené populace a

c) stanovi se rozsah mikrobidlniho rustu zmérenim
mnozstvi produktu reporterového genu produkovaného za jed-
notku &asu jednou buiikou v oSetrené populaci ve srovnani s
nmnozstvim produktu reporterového genu produkovaného za jed-

notku c¢asu jednou burikou v neoSetrené populaci.

55. Zpusob méreni mikrobidlniho rustu, vy -

-

znacujici s e tim, 2e se

a) vytvori populace bakterii, jeZ obsahuje stabilné
integrovanou genetickou kazetu nebo jeji ¢dst pod kontrolou
promotoru, jehoZ exprese je koordinované regulovana
rychlosti ristu bunék, pficemZ tato kazeta obsahuje

i) prvni sekvenci DNA kédujici produkt bakteridlni-

ho reporterového genu pripojenou k 3' konci

ii) druhé sekvence DNA, kterd se hybridizuje ke genu
nebo ¢asti genu, jehoZ exprese je koordinované regulovana
ristem bunék a je umisténa v bakteridlnim chromosomu za
vzniku genetické kazety, v niZ druhd sekvence DNA vykazuje
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zajistuje rekombinaci a integraci genetické kazety nebo jeji
casti do genu v bakteridlnim chromosomu a

b) stanovi se mnoZstvi produktu reporterového genu

v populaci.

01-1219-95-Ho
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