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Antigenni bilkovina, nazvand antigen C,
pFitomnd v bun&tnych sténédch a v kulturdch
Streptococcus mutans, zejména genetické
skupiny 1 [sérotypy (c, e a )] se oddé&luje
od ostatnich antigennich bilkovin, zejména
od t8ch, které poskytuji zkFiZenou reakci
se srdelni tkéni; ziskd se antigeni p¥ipra-
vek, ktery miiZe byt pouZit jako vakcina
nebo ke zvySeni protilatek pro ochranu pro-
ti zubnimu kazu.

Antigen C se izoluje extrakci z buné&énych
stén plisobenim vrouciho vodného roztoku
dodecylsiranu sodného (10 g/litr) po dobu
10 minut.

Mé& molekulovou hmotnost 70 000 -+ 5 000
a isoelektricky bod 4,45 + 0,24. Je rozru$o-
van proteolytickymi enzymy a nereaguje
zk¥iZen8& se srdefni tkani.
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Vynédlez se tykd zplsobu vyroby antigen-
niho piipravku pro pouZiti ke sniZeni vy-
skytu zubniho kazu.

O mikroorganismu Etreptococcus mutans
se ma za to, Ze hraje dfileZitou dlohu pfi o-
nemocnéni zubnim kazem i mnoho labora-
tofi dokdzalo, Ze je moZné sniZit vyskyt zub-
niho kazu u pokusnych zviFat aktivni imu-
nizaci vakcinou z této bakterie. Bylo napfi-
klad dokdazédno, Ze u opic Macaca fascisula-
ris, krmenych dietou bohatou na cukr, do-
chézi k vyznacnému sniZeni vyskytu zubni-
ho kazu po imunizaci bud intaktnim S. mu-
tans, nebo materidlem bohatym na buné&tné
stény (Bowen, British Dental Journal, sv.
126, 1969, str. 159 aZ 160, Bowen a spol,
British Dental Journal, sv. 139, 1975, str.
45 aZ 50, Cohen a spol., British Dental Jour-
nal, sv. 147, 1979, str. 9 aZ 14).

Bylo rovnéZ prokdzano, Ze Zadna ochra-
na nenastane, pouziji-li se buné&fné stény
S. mutans, na které bylo pfisobeno trypsi-
nem, aby se rozrusily bilkoviny, coZ doka-
zuje, Ze je to pravdépodobné nékterd bilko-
vinnd sloZka S. mutans, které je zapotfebi
pro ochrannou imunizaci {Colman a Cohen,
Pathogenic Streptococci, 1979, str. 214, vy-
dané M. T. Parkerem, Reedbooks, Chertsey,
Anglie).

Pii kaZdém imunizaénim procesu je di-
leZité mit moZnost poznat bakteridlni sloZ-
ku, kterd se ti¢astni ochrany. Jednim z ob-
vyklych dvodli pro to je to, Ze p¥ipravky
lze potom zkou3et prfed pouZitim, aby bylo
jisté, Ze sloZka nezbytn& k protekci je pfi-
tomna. Kromé toho &iSténi ochranného an-
tigenu umoZiluje vyrobu vakciny, ze které
lze odstranit neZddouci nebo toxické sloZ-
ky.
Byla vyvoldna pozornost v p¥isadé S. mu-
tans, kdyZ bylo demonstrovdno, Ze tento
organismus obsahuje slozky, které antigen-
né reaguji zkiiZzen® se savéi srdetni tkédni
(viz napriklad Hughes se spol. Infect. Im-
mun., 27, 1980, str. 576 aZ 588). Védomi e-
xistence takovych srdetnich zk¥iZen& reak-
tivnich antigentt S. mutans ¢&ini Z&doucim
je identifikovat a charakterizovat tak, aby
je bylo moZno vylougit z vakcinovych p¥Fi-
pravkd.

Britsky patentovy spis & 2 033 223 B popi-
suje dv& bilkoviny, které lze izolovat z bu-
néénych stén S. mutans a které maji anti-
genni vlastnosti. Jedna z téchto antigennich
bilkovin (znafkovany antigen A) je chré-
néna v pfihlasce, dalsi (antigen B) mé pro-
kazatelnou zk¥iZenou reaktivitu se srdec-
ni tkadni a predpokldd4d se, Ze jako sloZka
vakciny pro huménni pouZiti je nepfijatel-
ny. Antigen A a B lze definovat nésledujici
sérii kritérii:

a. jsou pFitomny v bun&fnych st&nach
kmend S. mutans genetické skupiny I {Coy-
kendall, J. Gen. Microbiol. 83, 1974, str. 327).
Tato genetickd skupina obsahuje kmeny sé-
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rotypl ¢, e a i, definované Perchem a spol.
(Acta Path. Microbiol. Scand. B 82, 1974,
str. 357).

b. zlistdvaji pfitomny v buné&tné stdné po
vareni s vodnym roztokem (10 g/litr) sod-
né soli dodecylsiranu (SDS) po dobu 20 mi-
nut.

¢. podle stanoveni elektroforézy na SDS-
-polyakrylamidovém gelu (SDS—PAGE] jsou
ziejmé jejich molekulové hmotnosti, pro A:
asi 29 000; pro B: asi 190 000. :

d. podle stanoveni isoelektrickou foku-
saci v akrylamidovém gelu jsou jejich iso-
elektrické body pro A: asi 4,3; pro B: asi
5,4, a v pfipadé antigenu A, antigenni bil-
koviny.

€. jsou nifeny proteolytickymi enzymy a

f. neposkytuji zkiiZenou reakci se srdet-
ni tkani.

Nyni bylo shledano, Ze dalsi skupinu an-
tigennich bilkovin (antigen C) lze izolovat
z buné&nych stén kmend S. mutans genetic-
ké skupiny I. Tato skupina bilkovin se déd
pouZit k piipravé monospecifického anti-
séra a zd4 se, Ze se 1nfastni ochrany proti
zubnimu kazu, vyvolané vakcinaci buné&ény-
mi sténami S. mutans. Nebyla prokdzéna
7adnéa zkiiZzend reaktivita se srdecni tké-
ni savcil.

Vyndlezem je tedy zplisob vyroby antigen-
niho pfipravku pro omezovdni nebo pre-
venci zubniho kazu, z bakterii skupiny Strep-
tococcus mutans genetické skupiny I, kte-
ryZto p¥ipravek je v podstat&é prost antige-
nd poskytujicich zk¥FiZenou reakci se srdec-
ni tkéni, odvoditelnych od Streptococcus
mutans, kteryzto zplsob zahrnuje kultivaci
bakterii skupiny Streptococcus genetické
skupiny I v kultivaénim prostiedf k produk-
ci bunééné kultury, odstran&ni alespoii bu-
néénych st&n z bunétné kultury pro ziské-
ni bilkovinného roztoku, kterym je filtrét
kultury, bun&ény extrakt nebo jejich kom-
binace, a oddélovani poZadovaného anti-
genniho pfipravku od bilkovinného roztoku
separatnim postupem, ktery zahrnuje stu-
peii afinitni chromatografie, jenz obsahuje
uvadéni bilkovinného roztoku s imobilizova-
nou protilatkou, vymyvani neZddoucich ma-
terialii z imobilizované protildtky a eluové-
ni antigenniho pFipravku z imobilizované
protilatky; tento zpfisob se podle vynalezu
vyznacuje tim, Ze imobilizovand protildtka
ma specifitu k jedné nebo vice antigennim
bilkovindm, (dadle oznafovanym jako anti-
gen C), které majl ndsledujici vlastnosti:

a) jsou pfitomny na buné&énych sténach
kmenfi Streptococcus mutans, genetické sku-
piny I,

b) jsou rozruSovdny nebo extrahovédny
zpracovanim uvedenych bun&fnych stén
vroucim vodnym roztokem (10 g v litru}
dodecylsulfdtu sodného (SDS) po dobu 10
minut, ale zlstdvaji sdruZeny s uvedenymi
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bun&fnymi sténami po zpracovani vodnym
SDS (10 g/1) pfi 15 °C,

c¢) maji mol. hmotnost 70000 -+ 5 000,
stanoveno -SDS-polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou (SDS-PAGE],

d] jsou rozruSovany proteolytickym enzy-
mem,

e) maji isoelektricky bod 4,45 4+ 0,24 a

f) neposkytujl zkFiZenou reakci se srdeé-
ni tkani.

- Antigen C je pfitomen jak na bunéfnjch
sténdch, tak i v bezbun&tnych filtratech kul-
tury S. mutans adaptaci obvyklych technik
pouZivanych k odstranéni bilkovin z bunéc-
nych struktur, s vyhodou se viak sepsrije
bud z filtratt  bezbun&Cné kultury, nebo z
celkovych bunéfnych extrakt@i S. mutaus,
které obvykle obsahuji méné latek, které
by mohly interferovat s isticimi pocho-
dy.
" PoZaduje-li se smés antigenu C a anti’e-
nu A, je potom zapotiebi pFipravit oba an-
tigeny afinitni chromatografii na imobilizo-
vané pratildtce a potem je spojit, nebo smis
miZe byt pFipravena v. jediném stupni po-
moci afinitni chromatografie na kombinaci
imobilizované protildtce s kombinaci anti-
-antigenu C a anti-antigenu A.

Pri alternativnim provedeni zpfisobu pe-
dle vynédlezu imobilizovand protildtka ob-
sahuje kombinaci protilatek, pfifemz pvva
protilatka maéa specifitu kK jednd nebo vige
antigennich bilkovin obsahujicich antizen
C a druhé protilatka ma specifitu k jedné
nebo vice antigennim bilkovindm (déle jen
santizen A"), které maji nasledujici vlast-
nosti:

a) jsou piitomny na bunéénych sis-
nach kmenfi Streptococcus mutans, gene-
tické skupiny I,

b) zstavaji sdruZeny s uvedenymi buné&g-
nymi sténami po vafeni s vodnym rozto-
kem SDS (10 g/1) po dobu 20 minut,

c) maji molekulovou hmotnost 29 000,
stanoveno postupem SDS-PAGE,
~d) maji isoelektricky bod asi 4,3,

e} jsou rozruSovany proteolytickym enzy-
mem,

T} nedévaji zk#iZenou reakci se srdefni
tkéni.

PFi zpfisobu podle vynélezu se s vyhodou
pouZiva kmene Streptococcus mutans, séro-
typu C.

Antigenniho pFipravku -vyrobeného podle
vyndlezu 1ze pouZit:-ve formé framaceutic-
kého pripravku, napfiklad vakciny, pfidé-
nim vhodnych farmaceuticky prijatelnych
Fedidel - nebo nosidéd,. napiiklad -adjuvans
(napriklad hydroxid hilinity), stabilizdtort a
bakteriostatik. Podani vakeiny se mfiZe u-
skute&nit subkutdnni, intramuskuldrni, . in-
travendzni nebo submukosdlni injek&ni for-
mou, typicky v dédvkach 1 aZ 50 ug, zejmé-
na asi 10 ug veSkerych antigen® na kg té-
lesné hmotnosti. Imunizaci lze uskutelnit

rovnéZ ordlni cestou, mapfiklad polknutim
tobolky obsahujici antigenni pifipravek ne-
bo opakovanym pouZitim tstni vody nebo
zubni pasty ebsahujici antigen C.

Je vyhodou, Ze ochrana proti zubnimu
kazu poskytované antigeni bilkovinou po-
dle vynélezu vychézi z protildtek proti to-
muto antigenu produkovanych imunitni re-
akci organismu. Takové protildtky lze rov-
néZz péstovat mimo subjekt, ktery méa byt i-
munizovén, obvyklymi technikami, napfi-
klad injekci vhodného antigenniho priprav-
ku z S. mutans, v€etné antigenu C, napii-
klad kravdm nebo krélikim nésledovanou
vykrvdcenim. Pod4vani pripravkd protilé-
tek vyrobenych timto zplisobem a zahrnuji-
cich obvykla farmaceuticky pfijatelnd zie-
prevenci nebo suniZovdni zubniho kazu.

Kultivatnim médiem mlZe byt kieréko-
liv obvyklé médium pro S. mutans, s vyho-
dou napfriklad Todd-Hewittovo Zivhé mé-
dium, trypton/kvasniény extrakt nebo né-
susdnoest nésledujiciho ¢isténi je vyhodué
chemicky definované prostfedi. Antigen C
je uvolilovdn do Zivného prostiedi ve vSech
stadiich kultivace. Builky mohou byt pésto-
vauny pretrZité a s vyhodou izolovdny v ran-
né staciondrni fdzi (typicky 15 aZ 23 ho-
din pri teploté 37 °CJ). Buiky mohou byt
pripadné péstovany v kontinudlni kultufe,
s vyncdeu ve zfedovacim poméru asi me-
zi 0,01 a 0,1; zejména asi 0,05 hod.~L

Roztokem bilkovin mohou byt filtraty kul-
tury, ziskané odstranénim celych bunék, ne-
bo bunéény extrakt, zbaveny bunécnych
stén a zbytkd. P¥ipadné to milZe byt smés
téchto roztokéi vzniklych rozruSenim stén
celé kultury a potom odstranénim buné&é-
nych stén a zbytkli. Bunétné stény mohou
byt odstranény jako celé buiiky nebo frag-
menty po desintegraci, a to obvyklymi tech-
nikami, napfiklad odstfedénim nebo filtra-
ci. :
Typické predukty a zpfisoby podle vynd-
lezu budou déle popsdny na piikladech s
odkazem na pfFipojené vykresy, na kierych
jednotlivé obrazce maji nédsledujici vyznam.

Obr. 1 znézoriiuje titraci {metodou ELI-
SA} sérové IgG protiladtky proti antigenu C
pfipravené ze vzorkli séra od pokusnych
opic [jak je popsdno Bowenem a spol., 1975
(pokus C)], vynesenim stfedni absorban-
ce p-nitrofenolu p¥i 405 nm proti séru IgG
pro 4 kontrolni opice (oznafeno na vykre-
se k¥iZky x] a pro 4 opice imunizované bu-
néénymi sténami S. mutans (oznaceno kKroui-
ky O).

Obr. 2 srovnavd &asovy vyvoj zubniho ka-
zu v trvalém ozubeni u t¥i opic (Macaca
fascicularis) imunizovanych bunéénymi sté-
nami S. mutans, s vyvojem u péti opic v
kontrolni skupiné [jak je popsadno Cohe-
nem a spol. 1979 (pokus 19)], kde stfedni
hodnoty vyvoje zubniho kazu u imunizova-
nych opic- jsou oznaceny plnymi &tvered-
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ky B a u Kkontrolnich opic plnymi krouZ-
ky &.

Obr. 3 znzoriiuje titraci (metodou ELI-
SA) sérové IgG protilatky proti antigenu C
pfipravené ze vzorkli séra od Ctyf pokus-
nych opic [jak je popsdno Cohenem a spol.
1979 (pokus 19])], vynesenim stf¥edni hod-
noty absorbance p-nitrofenolu pi#i 405 nm
proti séru 153G pro 4 kontrolni opice (na vy-
krese czunadeno plnymi krouZky @) a pro
4 opice imunizované buné&fnymi sténami S.
mutans (oznaCeno plnymi &tveretky M ).

Antigen C
1. Piiprava bunétnych stén

Byl pouZit S. mutans 8iroce zndmého
kmene Ingbritt. Tento kmen byl popsan
Krassem (Archs Oral Biol. 11, 1966, str.
429 aZ 436) a je klasifikovdn jako genetic-
kéa skupina I Coykendallem a jako sérotyp
¢ podle Perche se spol. Tento kmen byl u-
loZzen v National Collection of Industrial
Bacteria, Aberdeen, Skotsko jako NCIB
11 516. Podebné vysledky byly docileny s
pouZitiim kmene z National Collection of
Type Cultures, Colindale, Londyn (NCTC
10 449), ktery je blizky kmeni Ingbritt.

Bakterie byly péstovany v prostfedi po-
psaném Ellwoodem se spol. [Archs Oral
Biol. 19, 1974, str. 659 aZ 664) v 600 ml
chemostatu p¥i rychlosti Fedéni 0,05 hod—1,
pricemZ pH se udrZuje automaticky pfida-
vanim hydroxidu draselnéhc na hodnoté
6,5. Bakterie byly izolovdny pomoci odstie-
déni, promyty fyziologickym roztokem a za-
h¥ivany pri teplot& 60 °C, po dobu 30 minut
k inaktivaci autolytickych enzymfi. Potom
byly rozdrceny protfepdnim s Ballotiniho
sklenénymi kulidkami €. 12 v Mickleho tké-
Hovéin desintegratoru. Rozdrcené buiiky by-
ly oddéleny od sklenénych kulidek filtraci
a promyty dvakrét vodou a dvakrat 1 M NaCl
pFfedtim, neZ byly resuspendovdany v SDS
(10 g/litr) ve vod& pomoci Potterova tkd-
nového homozenizdtoru. NeporuSené hak-
terie hylvy oddéleny od stén odstfedénim za
uizké rychlosti a stény byly promyty dii-
kladué fyziologickym roztokem a vodou
pied lyofilizaci.

Podobné vysledky byly docileny za pou-
Ziti bekterii rostoucich SarZovité na Todd-
-Hewittové Zivaém prostfedi (]J. Path. and
Bacteriol. 35, 1932, str. 973 aZ 974) neho
na prostfedi obsahujicim glukozi, trypton
a kvasnituy extrakt za kontrely pH a bud
rozruSenim hunék v Braunové homogeniza-
toru, nebo jejich vystavenim dlouhodobé
extrakci pomoci SDS pri teploté mistnos-
ti.

Ptiprava antiséra
Lyofilizované bunééné stény byly suspen-

dovédny ve sterilnim fyziologickém roztoku
v koncentraci 1 mg/ml a pouZity k imuniza-

ci opic (viz niZe) nebo kralik(i. Kralici do-
stali tfi intramuskuldrni injekce vZdy po
tfech tydnech, vZdy 1 mg stén ve fyziolo-
gickém roztoku obsahujicim 10 % hydroxi-
du hlinitého jako adjuvans. Potom byli vy-
krvaceni vpichem do srdce 1 tyden po po-
sledni injekci.

Imunoelektroforetické pokusy

Antisérum proti bun&énym sténdm, p¥i-
pravené postupem popsanym vpledu, bylo
pouZito jak p¥i charakterizaci, tak i p¥i ¢iS-
téni antigenu C. KdyZ byly pouZity bilko-
viny z filtrdtu kultury kmene Ingbritt [ne-
bo pF¥ibuznych kmen{l) jako antigen ve zkfi-
Zeném imuncelektreforetickém pokuse, pro-
vedeném zplsobem popsanym Axelsenem se
spol. (v ,Manuval af quantitative Immuno-
electrophoresis, Oslo, 1973} a provedena e-
lektroforéza na antisérum proti buné€nym
sténdm, byla pozorovdna tIi maxima sréZe-
ni. Pomoci pokusit s pouZitim intermediar-
ni gelové techniky [(Axelsen se spol, str.
71) s intermedidarnim gelem ohsahujicim
bud antigen A a B, nebo monospecifickd
antiséra proti A a B, bylo meZné ukézat, Ze
dvé z maxim srdZeni byla vyvoldna antige-
nem A a B a tfet! odliSsnym antigenem, to-
tiZ C.

S cilem studovat charakter antigenu C,
byl antigenni pfipravek podroben réznym
viivim pPed tim, Ze byl zkouman zkFiZenou
imunoelektroforézou. Bylo nalezeno, Ze an-
tigen C byl zni€en p¥i inkubaci po dobu t¥i
hodin pfi teplot& 37 °C se 200 ug/ml proteo-
lytického enzymu trypsinu nebo pronazy.
Antigen C mé tedy charakter bilkoviny.

Vzorky antigenu C byly zunifeny rovnéZ
pFi expozici pufriim o hodnot& pH niZ3i neZ
5,0, po dobu t¥i hodin z ¢ehoZ plyne, Ze je
rovinéZ acidolabilni.

Informace o fyzikédlnich vlastnostech an-
tigenu C byly ziskdny zkfiZenou imuno-
elektroforézou, kde prva rozmérova separa-
ce byla SDS-polyakrylamidovéd gelova elek-
troforéza k rozdéleni bilkovin na zédkladé
molekuldrni hmotnosti (podrobnosti meto-
dy v préci: Russell, J. Gen. Microbiol. 114,
1979, 109 aZ 115) nebo zkFiZenou imunoe-
lektrofokusaci na agardze (Rosen, Aman,
J. Immunol.” Meth. 1979, 28, 1}, kde se bil-
koviny déli na zdkladé svého naboje.

Vysledky ukdzaly, Ze antigen C mél zdan-
livou molekuldrni hmotnost 70 000 -5 000
(SD) a isoelektricky bod 4,45 + 024.

Antigen C by mohl byt rovnéZ detegovan
imunodifiznimi pokusy s antisérem stén ne-
bo &istého antigenu C ([viz niZe). Imunodi-
fize bylo tudiZ pouZito k dikazu, Ze anti-
geny identické s C byly produkovany 6 dal-
§imi kmeny S. mutans sérotypu ¢ a rovnéZ
predstaviteli sérotypii e a f.

4. Cigténi antigenu C

Udaje shora uvedené ukazuji, Ze antigen
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C je pritomen jak v bunénych sténach,
tak i v bezbuné&tném filtrdtu kultury. Afko-
liv antigen C lze extrahovat ze stén vhod-
nymi prostfedky, je vyhodné Cistit jej z fil-
tratu kultury, protoZe ten obsahuje méné
latek, které maji snahu interferovat s &is-
ticimi postupy.

Zatimco antigen C miaZe byt Cistén rutin-
nimi laboratornimi postupy sloupcové chro-
matografie, s pouZitim napfriklad vhodnych
matric gelové permeace a vymeény ionti,
nejvyhodnéji jej lze izolovat imunosorbent-
ni afinitni chromatografii a protokoly za-
loZené na této technice jsou uvedeny ni-
Ze.

a. S. mutans kmen Ingbriit rostl v semi-
definovaném meédiu (Russel, FEMS Micro-
biol. Lett. 6, 1979, str. 197 aZ 1993 rauné
staciondrni :faze a buiiky byly odstranény
odstfedénim, po- kterém nasledovala filtra-
ce sklen&nymi vlidkny. Inhibitor protedzy fe-
nylmethylsulfonylfiuorid (PMSF) byl pii-
ddn do findlni koncentrace 1 mM, spolu s
azidem sodnym (findlni koncentrace 0,02
proc) k inhibici bakteridlniho ristu. Filtrat
byl potom pasdZovan sloupcem pro afinitni
chromatografii obsahujicim kuliky neroz-
pustného glukézavého polymeru mutanu a
agardzového gelu (Sepharose Cl—6B] pfi-
praveného v podstaté tak, jak je popséno
Russellem (]J. Gen. Microbiol. 112, 1979, str.
197 aZ 201}, s cilem odstranit glukosyltrans-
ferazové enzymy a dalSi bilkoviny vazajici
dextran, které lze jinak véazat na nésledu-
jici imunosorbentni sloupce (Russell, FEMS
Microbiol. Lett, 1981, 11, 279). Filtrat kultu-
ry byl potom pasdZovan postupné sérii tii
imunoserbentnich sloupcli obsahujicich

i} monospecifickou protilatkou proti an-
tigenu A,

ii) monospecifickou protildtkou proti an-
tigenu B,

ii) buné&¢né stény.

Tieti sloupec potom obsshoval protilatky
proti antigenliim A, B a C, avS8ak kdyZ anti-
geny A a B se odstrani ze vzorku pfed do-
saZenim tfetiho sloupce, byl zadrZen je-
nom antigen C a mohl byt potom eluovéan
vhodnym ¢inidlem, napiiklad 3 M thiokvya-
natem sodnym. Imuncsorbentni sloupce by-
ly- pFipraveny standardnimi metodami, pii
nichZ frakce séra s obsahem imunoglobuli-
nu G byly kopulovany se zesiténou agaro-
zou (bromkyanem aktivovand Sepharose 4B,
Pharmacia Fine Chemicals Ltd) zpiisoby do-
porudenymi vyrobhcem.

Antigen C, pfFipraveny vySe uvedenymi
zplisoby, byl potom pouZit k posileni mo-
nospecifického antiséra, umoZiiujici sesta-
veni C-specifickych imunosorbentnich sloup-
cll, které dovolovaly ¢isténi antizenu v jed-
nom stupni.

b. Alternativni zplisob €iSt8ni antigenu C
zahrnoval imunosorbentni afinitni chroma-
tografii ndsledovanou hydrofobni interak&ni
chromatografii. P¥i této metod& byl filtrat

10

kultury chromtografovdn nejprve na afinit-
nim sloupci obsahujicim mutan a sefardz:,
potom imunosorgentnim sloupcem obsahu-
jlcim protildtky proti bunéfnym sténdm.

Antigeny A, B a C byly zadrZeny tako-
vym sloupcem a mohly byt eluovdny 3 M
thiokyandtem sodnym v 0,05 M Tris-jC1-puf-
ru (pH 7,5). Thiokyanat sodny byl odstra-
nén dialyzou a roztok antigennich bilko-
vin ekvilibrovdn v 0,05 M Tris-HCl-pufru
(pH 7,5), obsahujicim 1M siran amonny.
Tento roztok byl potom chromatografovan
na sloupci obsahujicim fenylsefarézu Cl1-4B
(Pharmacia Fine Chemicals}.

Bilkoviny, zadrZené na sloupci, byly po-
tom eluovany gradientem se sniZujici se kon-
centraci siranu amonného a se soudasné
vzristajici koncentraci ethylenglykolu (fi-
nédlni koncentrace 0 % a 50 %]). Antigen C
byl eluovéan mezi koncentraci 0,6 a 0,7 M si-
ranu amonného (15 az 20 % ethylenglyko-
lu v prebytku k antigenu A a B.

Antigen C pfipraveny vySe uvedenym zpQ-
socbem byl potom pouZit k posileni mono-
specifického antiséra, umoZiiujiciho sesta-
veni C-specifického imunosorbentniho sloup-
ce, ktery dovoloval ¢iSténi antigenu v je-
diném stupni.

Ochrana pred zubnim kazem pomocci imu-
nizace bunéénymi sténami

Imunizace bunéfnymi sténami S. mutans
kmene Ingbritt, pfipravenymi vySe popsa-
nym zplisobem, prokézala ve dvou oddéle-
nych pokusech, Ze poskytuje ochranu proti
kazlim u opic (Macaca fascicularis) a po-
drobmnosti té&chto pokusfi byly publikovédny
Bowenem se spol. British Dental Journal
1975, sv. 1939, str. 45 aZ 78]} a Cohenem
se spol. (British Dental Journal, 1979, sv.
147, str. 9 aZ 14).

V pokuse C, jak je popsdno Bowenem se
spol.,, 5 kontrolnich zvirfat udrZovanych na
dieté podporujici kaz, bylo srovndno se 4
zvifaty imunizovanymi buné&&nymi sténami.
Pét rokli po zaddtku pokusu byl celkovy po-
Cet kazovych 1ézi u kontrolnich zvirat 64,
zatimco u zvifat v imunizované skupiné by-
ly nalezeny jenom 4 léze. Ochrana byla u-
drZovédna nejméné po dobu 9 rokii (Cohen
se spol., 1979). VySetfovani vzorkd séra po-
kusnych zvifat, ocdebraného po 5 rocich od
zatatku pokusu pomoci zk¥iZené imunce-
lektroforézy prokédzalo, Ze imunizace bu-
n&tnymi sténami indukovala protilatky pro-
ti antigenu A, B a C. Tato citlivd technika
neodhalila existenci protildtky proti néja-
kym dalSim antigeniim.

Kvantitativni hodnoceni reakce protilatek
bylo provddéno imunoserbentnim testem s
vazanymi enzymy (ELISA), technikou mi-
krodesticky podle Vollera se spol. (1977,
Flowline Publications). Mikrotitraéni mis-
ky z plastické hmoty byly potaZeny &istym
antigenem C v koncentraci zhruba 1 ug/ml.
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Kvantitativni hodnoceni mnoZstvi opiéi
protilatky védzané na antigen, bylo docile-
no inkubaci s antihumdnnim IgG, konju-
govanym na alkalickou fosfatdzu (Sigma
Chemical Co) a stanovenim néasledné tvor-
by chromoforu (p-nitrofenol] méfenim je-
ho absorbance pii 405 nm. Obr. 1 ukazuje
vysledky titrace antiséra u kontrolni a imu-
nizované skupiny opic. Vysledky jsou uve-
deny tebelarni formou v tabulce 1.
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Imunizace bunéfnymi sténami vedla k
viznamnému zvySeni hladiny protilatky pro-
ti antigenu C. Lze uvést, Ze d¥ive bylo u-
kézédno, e i neimunizovand kontrolni zvi-
Fata vyvijeji protildtku proti antigentim S.
mutans v zavislosti na véku (Russell a Bei-
ghton, Infection and Immunity 1981, sv. 35,
sir. 741 azZ 744).

Tabulka 1
Red&ni Kontrola Imunizovédno
1/20 1,35 -+ 0,275 1,996 + 0,01
1/40 0,91 -+021 1,859 +- 0,09
1/80 0,747 F 0,21 1,64 = 0,21
1/160 0,566 & 0,13 1,33 £ 0,29
1/320 0,386 - 0,09 0,968 = 0,27
1/640 0,262 & 0,06 0,677 - 0,20
1/1 280 0,18 7 0,05 0,430 F 0,13
1/2 560 0,115 7~ 0,03 0,296 - 0,08

V pFikladu 19 popsaném Cohenem se spol.
(1979) byla srovnina skupina kontrolnich
opic se skupinoun imunizovanou bhun&&nymi
sténami pfipravenymi z S. mutans kmene
Ingbritt, kultivovaného v chemostatu zie-

dovaci rychlosti (D} 0,05 hod~!l. Postup ka-
zu u téchto zvifat je zndzornén na obr. 2
a ukazuje, Ze st&ny bunék kultivované pii
D = 0,05 hod~! vedly k vyzna&né ochra-
né. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2
Doba od zacéatku pokusu Priimeérné velikost kazu 4 SE

[mésice) Kontrola Imunizovano
11 0 0
16 1,0 40,45 0
18 1,4 + 0,75 0
21 2,4 + 097 4]
25 3,2 + 1,88 0
29 34 + 163 0
31 36 41,60 0,33 +0,3
34 52 —+ 1,67 0,33 + 0,3
36 5,75 + 1,86 0,33 + 0,3
45 7,25 + 2,62 1,33 + 0,29

Hladiny protildtek proti antigenu C ve
vzorcich séra, odebranych v rliznych sta-
diich pokusu, byly méfeny pomoci ELISA.
Pokus prokazal, e zvifata imunizovand bu-
néénymi sténami kultivovanymi p#i D = 0,05
h-1 méla zvysené titry protildtek proti
antigenu C a tyto titry byly signifikantné
vyS8i neZ u kontrolnich zvifat. Reprezenta-

tivni vysledky ziskané se vzorky séra o-
debraného 3 roky po zaddtku pokusu jsou
zndzornény na obr. 3. Vysledky jsou uvede-
ny tabeldrni fermou v tabulce 3.

Existuje pFesvédfujici korelace mezi in-
dukci vysoké hladiny protilatek proti anti-
genu C a ochranou proti kazu.

Tabulka 3
Red&ni Kontrola Imunizovéano
1/20 0,262 -+ 0,08 0,752 -+ 0,15
1/40 0,253 = 0,07 0,478 - 0,08
1/80 0,188 4+ 0,04 0,400 -+ 0,05
1/160 0,173 -+ 0,04 0,330 -+ 0,04
1/320 0,144 + 0,02 0,228 - 0,04
1/640 0,145 = 0,03 0,181 - 0,04
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Reakce protilatek imunizovanych opic

Sérum ze zvifat imunizovanych bunétny-
mi sténami obsahovalo protilatky proti an-
tizenu C. Takové protilatky by mohly byt
snadno prokézany imunodifdzi nebo imuno-
elektroforetickymi pokusy pouZivajicimi &is-
ty antizen C. Zadné takové protilatky by
nemély byt pozorovany v séru z kontrclnich
neimunizovanych zvirat. Je zfejmé, Ze exis-
tence protilatky proti antigenu C koreluje

14

s ochrancu u opic imunizovanych bungtny-
mi st&nami. L . .

Pokusy s imunizaci opic rlznymi vakci-
nami byly provédény v téchto laboratofich
po dobu 12 let. Vzorky séra mncha zvifat
z t8chto pokusii jsou jeSté dostupné a byly
vySetfovény na pritomnoesti protildtek proti
antizenu C. Vysledky jsou shrnuty niZe v
tabulce 4 a potvrzuji korelaci mezi piitom-
nosti proetilatek proti antigenu C a ochra-
nou.

Tabulka 4
Pokus &. Vakcina ZmensSeni vyskytu  Protilatky proti C
kazu

4 stény 100 % +
11 buiiky 50 % +
14 buiiky 60 % +
17 GIF (glukosyltransferdza) 0% —

19
(30 mdsict) stény 100 % +

PREDMET VYNALEZU

1. Zplisob vyroby antigenniho piipravku
pro omezovani nebo prevenci zubniho ka-
zu, z bakterii skupiny Streptococcus mutans
genetické skupiny I, kteryZto p¥ipravek je v
podstaté prost antigend poskytujicich zkii-
Zenou reakci se srdefni tkéni, odvoditel-
nych od Streptococcus mutans, kteryzto
zplisob zahrnuje kultivaci bakterii skupiny
Streptecoccus genetické skupiny I v kulti-
vatnim prostfedi k produkci buné&tné kul-
tury, odstranéni alespoil bun&Cnych stén z
buné&né kultury pro ziskdni bilkovinného
roztoku, kterym je filtrat kultury, bunég-
ny extrakt nebo jejich kombinace, a oddé-
lovani poZadovaného antigenniho pfiprav-
ku od bilkoviného roztoku separaénim po-
stupem, ktery zahrnuje stupeil afinitni chro-
matografie, jenZ obsahuje vvadéni bilkovin-
ného roztoku do styku s imobilizovanou pro-
tildtkou, vymyvani neZddoucich materidl
z imobilizované protilatky a eluovédni anti-
genniho pfipravku z imobilizované protilat-
ky, vyznadujici se tim, Ze imobilizovana pro-
tildatka maé specificitu k jedné nebo vice an-
tigennim bilkovindm, kieré majl nésleduji-
ci vlastnosti: jsou pritomny na bunéfnych
sténdch kmenéi Streptococcus mutans, ge-
netické skupiny I, jsou rozruSovdny nebo
extrahovdny zpracovanim uvedenych bu-
néénych stén vroucim vodnym roztokem o
koncentraci 10 g v litru dodecylsulfdtu scd-
ného (SDS) po dobu 10 minut, ale z{std-
vajl sdruZeny s uvedenymi buné&tnymi sté-
nami po zpracovdni vodnym roztockem do-
decylsulfdtu sodného o Kkouncentraci 10 g/l
prfi 15 °C, maji molekulovou hmotnost
70 000 + 5 000, stanoveno SDS-polyakrylami-

dovou gelovou elektroforézou [SDS-PAGE),
jsou rozruSovany proteolytickym enzymem,
maji isoelektricky bod 4,45 + 0,24 a ne-
poskytuji zkriZenou reakci se srdedni tkéa-
ni.

2. Zplisob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze imobilizovand protildtka obsahuje
komhinaci protildtek, pFiCemZ prva protilat-
ka ma specificitu k jedné nebo vice anti-
gennich bilkovin, které maji nésledujici
vlastnosti: jsou pfitomny na bunéénych sté-
nach kmentt Streptococcus, genetické sku-
piny I, jsou rozruSovany nebo extrahovéany
zpracovanim uvedenych bunéfnych stén
vroucim vodnym roztokem o koncentraci
10 g v litru dedecylsulfdtu sodného (SDS)
po dobu 10 minut, ale zfistdvajl sdruZeny
s uvedenymi bunéfnymi sténami po zpraco-
vani vodnym roztokem dodecylsulfdtu sod-
ného o koncentraci 10 g/l pfi 15 °C, maji
molekulovou hmotnost 70 000 - 5 000, sta-
neveno SDS-polyakrylamidcvou gelovou e-
lektroforézou (SDS-PAGE), jsou rozruSova-
ny proteolytickym enzymem, maji isoelek-
tricky bod 4,45 -+ 0,24 a neposkytuji zk#i-
Zencu reakci se srdecni tkéni, a druh4 pro-
tilatka mé specifitu k jedné neho vice anti-
gennim bilkovindm, které maji nésledujici
vlastnosti: jsou pfitomny na bunéénych sté-
ndch kmendt Streptococcus mutans, gene-
tické skupiny I, zlistavaji sdruZeny s uve-
denymi bunéfnymi st&nami po vafeni s vod-
nym roztokem dodecylsulfdtu sodného o
koncentraci 10 g/l po dobu 20 minut, maji
molekulovou hmotnost 29000, stanoveno
postupem SDS-PAGE, maji isoelektricky bod
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asi 4,3, jsou rozruSovany proteolytickym en- 3. Zptisob podle bodu 1 nebo podle bo-

zymem a neddvaji zkfiZenou reakci se sr- du 2, vyznalujici se tim, Ze bakterii je
deéni tkéni. kmen Streptococcus mutans, sérotyp C.

-2 listy vykresl
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