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1

Vyndlez se tyké antigennfch proteinovych p¥iprevkd pro pou¥it{ ve vakcindch ke sni-
¥enf vyskytu zubniho kezu, zplisobu vyroby uvedenych pFipravkd e sm¥s{ obsshujfcfch uvedené
p¥ipravky nebo pfisludné protilétky.

0 zubnim kazu se Siroce uznéVé, %e je zplsobovén kyselinou tvofenou bekteriemi sfdli-
cimi ne povrchu zubl, pififem? hlavni zidastndny druh bakterie je zném jeko Streptococcus
mutens., Tento poznatek vedl k detnym pokusim zebrédnit nebo alespon sniZit vyskyt zubniho
kezu imunizacf celymi bunksmi nebo slokemi bun¥k S, mutens. Byly popsény pokusy (Bowen
se spol., British Dentsl, Journal, sv. 139, 1975, strany 45 e% 48, Cohen se spol., British
Dental Journal, sv. 147, 1979, strany 9 eZ 41), pfi kterych byl vyskyt zubniho kazu u opic
sni%en imunizec! bud celymi bunksml nebo materidlem obohacenym bun¥¥nymi st¥nemi usszenymi
pri odstieddni desintegrovenych bundk. (Imunizece pfiprevky s enzymem glukozyltrensferdzou

nevedla k ochrengd).

Akoliv bylo prokdzéno, Ze tekovd imunizace vyvoldvé imunitni odezvu vedouci ke tvorbd
protildtek u S. mutens, cestas, kterou tyto protildtky dosahuji ordlnich kolonif, je ne~
jisté. Ochrens byla pozorovéne po imunizaci submukosdln& do st nebo subkuténng do nohy.
Alternativni, le¢ patrn¥ ndkledn®j3{ pfistdp zehrnuje mistni aplikaci pf{pravki s proti-
létkemi, napPiklad hov¥ziho mléke, obsahujicfho protilétky proti entigenim S. mutens
(britsky petentovy spis &. 1 505 513).

Zetimco se 2dd, %e imunizace celymi bunkami nebo preperdty z bun¥énych st¥n S. mutens
poskytuje ochrenu, mi%e toho byt dosa%éno rovndi s jistym rizikem, zejméne, kdyZ se pou-
%ije ¥ivych celych bundk, O streptokocfch je znémo, Ze se uastin{ nSkterych chorob, nap¥.
reumatickych srdednich chorob s imunizace celymi bunkemi nebo dokonce necharakterizovanymi
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bund&nymi sloZkemi miZe zvySovet neZddoucl vedlejdi ddinky. Pro meximdlnf bezpelnost,
stejnd jeko z d&vodl meximdlni ¥innosti, by m&la vekcine obsshovat jenom specificky
antigen nebo antigeny nezbytné k poskytnuti ochrany proti zubnimu kazu.

Identifikoveli jsme nyni dva entigenni proteiny (ddle ozna%ovené antigen A a B),
které jsou phitomny ve vySe uvedenych prepardtech z bun&¥nych stin a které, jek se zd4,
spoluplisobf p¥i ochrang.proti zubnfmu kazu.

O entigenu B bylo prokézéno, Ze stimuluje proﬁilétky, které reagﬁjf s lidskou srdedni
tkéni (Hughes, Pathogenic Streptococci, 1979, str. 222 aZ 223, vyddno M. T. Parkerem,
Reedbooks, Chertsey, Anglie). NoZnost, %e vekcinece, prepsrdty obsshujfcimi esntigen B by
mohla indukovat sutoimunitnf odezvu pod3kozujfci srdce, znsmend, Z%e antigen B, jak je dosud
cherakterizovdn, bude ve vekcing nepPijatelny.

Zpﬁéobém podle vyndlezu se ziskdvd sntigenni p¥ipravek obsshujfcf antigen A (defino-
vany diive), v zdsad¥ prosty deldich antigennich proteind odvozenych od Streptococcus
mutens, Vyndlez poskytuje ddle farmekologicky p¥{pravek obsshujfci takovy entigenni p¥i-

_pravek nebo jehonprotilétky spolu s fermaceuticky p¥ijetelnym nogidem, Ndzev farmekologicky
p¥ipravek, jek se zde uZifvén, zshrnuje jak profylektickd &inidla, nepffklad vekciny a &i-
nidla pro pou#itf po infekci ke zmenZen{ vy¥sledného podkozeni,

Antigen A je entigenn{ protein zdstdvejic{ na bun¥dnych st&ndch Streptococcus mutans
sérotypu ¢ /jek je popsédno Bratthellem, Odont. Revy 20, 1969, 231 8% 243); jeho% pi{kledem
je kmen NCTC 10449, po extrakci bund@nych st&n vodnym roztokem 10 g/litr dodecylsiranu -
sodného (SDS) po dobu | hodiny pPi teplot® mistnosti nebo po dobu 20 minut za veru, ktery
nd molekuldrni hmotnost asi 29 000 ¥ 3 000 a izoelektiricky bod 4,1 =% 4,5.

V podstatd stejné proteiny byly nelezeny i v jinych kmenech S. mutens genetické
skupiny I (Coykendell, J. Gen. Microbiol. sv. 83, str. 327 eZ 338) zshrnujic{ sérotypy
e 8 f, nap¥ikled kmeny popsené Russellem RRB, Microbios Letters, sv. 2/1976), str. 55 ai
59. Antigennd piibuzné proteiny se nalézejf u kmend jinfch genetickych skupin, nap¥iklad
sérotypu b.

Vyndlez zehrnuje tekové entigénné p¥ibuzné proteiny s ndzev "antigen A%, pouiivsny
v tomto popisu a p¥ipojeném pPedmdtu vynédlezu, by m¥l byt chdpén tek, Ze je zahrnuje.
Vyndlez nenf tedy omezen na n¥ktery jednotlivy kmen nebo kmeny,

Antigen A nelze snedno odd&lit od bun&inych st¥n extrahovanych SDS, av8ak imunizace
krdlfikd extreshovenymi bund&nymi st¥nemi poskytuje antiséra proti dvéme proteinim (nazva-
né antigeny A & B), které mohou byt detegovdny e odd&leny z extrektd celych bundk nebo
z £filtrétd kultur prostych bundk. Antigen se tekto vhodn¥ vyrdbl z filtrdtd kultury nebo
z celkovych kultur po rozrudenf bundk.

Podle del3fho vyyznaku vyndlezu zpisob pro p¥ipravu antigenu A (popseného vyse)
zahrnuje p¥stovédni bakterif druhu Streptococcus mutens ve vhodném kultivednim médiu,
phi¥em? se odstrenujfi elespon bun¥¥né stdny ze ziskené kultury, sby byl z{skdn roztok
proteinu a z uvedenéhd roztoku proteinu se zfskdvé entigen A,

Kultivednim médiem miZe byt kterékoliv obvyklé médium pro S. mutens, nap¥fklad Todd-
-Hewittova Zivnd pdda (Todd E. W, a Hewitt L. F., J. Path, and Becteriol., 35, 1932,
str. 973 ef 974), trypton/kveshi¥ny extrakt nebo chemicky definovené médium. Pro snedné
nésledujict ¥i¥tdnf je ddvéna prednost chemicky definovanému médiu, Antigen A se uvolfuje
do rdstového média ve v3ech stedifch kultury. Bunky jsou izolovény vyhodnd v rané stacio-
nérnf fézi (typicky 15 e% 25 hodin p¥i teplotd 37 °C). Bufiky mohou rdst rovnd% v konti-
nudlni kultute.



3 226190

Bilkovinny roztok miZe obsshovat pouze filtrdt kultury ziskany odstran&nim celych
bungk nebo bundény extrekt prosty bun&¥nfch st¥n e frogmentd nebo mi¥e byt jejich smési
ziskdvenych desintegraci bundk celkové kultury a ndslednym odstrendnim bundsnych stin
a fregmentd, Bun¥¢né st¥ny lze odstranit bud jeko celé bufiky nebo fragmenty po desine-
tegraci obvyklym zplsobem, jeko nep¥fklsd odstPeddnim nebo filtraci.

Antigen A se odd&luje z biflkovinného roztoku postupem, ktery zahrnuje afinitn{ chro-
matogrefii ne protildtkédch proti antigenu A. Tyto protildtky maj{ specificitu pro jeden
nebo vice entigend, jimi¥ jsou oud

I. entigenn{ bilkoviny o molekulové hmotnosti ssi 29 000 s isoelektrickém bodd
4,1 a% 4,5, které zistdvajl ne bun¥¥nych stndch mikroorgenismi Streptococcus mutens
genetického typu I po extrekci vroucim roztokem 10 g/litr dodecylsirenu sodného ve vods
po dobu 20 minut, nebo

II. bflkoviny, které dédvejf zk¥f¥enou reskci s sntigemnfmi bflkovinemi skupiny I.

Protildtkemi mohou byt typicky imunoglobulin G (IgG)-protildtky vytvo¥ené u vhod-
ného zvifete, nap¥fklad u krdlfka, a mohou byt imobilizovdny ne obvyklém nosi¥i, nep¥iklad
zes{tdné sgardze po sktivaci bromkyanem.

Pfed chromatogrefi{ mi%e byt do postupu odd¥lovéni zashrnuto sré¥enim siranem emonnym.
Toto srd¥enf sirenem amonnym lze provédd&t bud v jednom stupni, s vyhodou p¥i 65% nasycent,
je viek vyhodné provAd&t je ve dvou stupnich pFi 45% e 65% nasycent.

SraZenina z prvého stupn¥ obsahuje pouze men3i &&st antigenu A, zatimco sraZenins
z druhého stupn¥ obsédhuje pfevdinou ¥dst sntigenu A a mendf podfl ostetnich proteing,
zejméne entigenu B, Antigen A 1lze 0dd&lit chromatograficky bud pouze ze sraZeniny z dru-
hého stupn¥, nebo z obou srafenin, v zdvislosti na ekonomice procesu.

AZkoli vyBe uvedené srdfeni je vyhodnym znekem zpGsobu podle vyndlezu, nenf v3ek
znekem podstatnym, JelikoZ filtrdty kultury, bun¥&ny extrekt nebo jejich sm&s mohou byt
pouZity pPimo do prost¥edf pro afinitnf chromatografii.

Gi8t¥ny pripravek antigenu A lze zpracovet ve vakcinu s obvyklymi farmaceuticky
pfijatelnymi nosi¥i v&etn& pomocnych létek (nep¥fklad hydroxidu hlinitého), stabiliz-
torll a bekteriostatik. Vekcine mdZe obsahovat protein z jednoho nebo vice kmend S. mutens
8 lze ji podévat &lovéku nebo jinym sevclm subkutdnng, intrsmuskuldrn¥, intravendznd
nebo submukozdlnd, typicky v ddvkdch 1 a2 50, zejméns asi 10 ug na kg t8lesné hmotnosti.

Aby byla vyvoldna dostatednd odezve protildtek, mi%e byt zepotdebi vice injekedf.
Ochreny lze docflit imunizac{ rovndZ ordln{ cestou, nap¥fkled poZitim tobolky obsahujfci
sntigen.

Podle del¥fho vyzneku vyndlezu pfipravek ke prevenci nebo kontrole zubnfho kezu u saved
obsahuje protildtky proti antigenu A ve farmaceuticky pfijatelném vehikulu. Preparit miZe
mit formu injekc{ nebo mi%e to byt kompozice vhodnd pro lokdlni aplikaci, napiiklad jako
zubni paste nebo uUstn{ voda. MiZe obsahovat jenom protildtky proti antigenu A nebo mdZe
obsshovet sm¥s protilétek proti jinym entigendm.

Protildtky lze pFipravit obvyklymi zpisoby vst¥iknutim antigennfho p#{prevku S. mu-
tans, vietn& antigenu A, vhodnym zviiatlm, napi#fklad kravédm nebo krdlfkdm., Vhodné anti-
genni p¥iprevky obsahujil zejméne SDS promyté bund¥né stdny a ¥i¥tdny antigen A pripraveny
vySe popsanym zplisobem. N
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Predpokldsd se, Ze udinek vdech produktd podle vyndlezu je zpﬁsoben antigenem A
obsazenym bud v podeném produktu nebo vyvoleném imunitnf odezvou subjektu. U¥innost
t¥chto protildtek p#i ochran¥ pied zubnim kezem nenf zcela jesnd, evSak takové pochopeni
neni podstatné p¥i provéd¥ni zplsobu ‘podle vyndlezu.

Je mo¥né, e ovlivhuji metebolismus bun¥k bekterif, pfiéemi inhibujf tvorbu glukanu
nebo kyseliny. M&lo by v3ek hyt jesné, Ze vyndlez nen{ %4dnym zplisobem omezovén speci-
fickou teorii mechenismu W&inkd materidld. Podobnd vyndlez neni omezovén ne specifické
kmeny Streptococcus mutens uvedend vpFedu nebo u¥ité v ndsledujicfch piikledech.

Typické zpdsoby a produkty podle vyndlezu budou nynf popsdny pomoci p¥{kladd s odke-
zem ne pripojené vykresy, na kterych obr. 1 zndzorhuje IgG odezvy imunizovenych (k¥ivke a)
a kontrolnich zvi¥et (k¥ivke b) na entigen A, Obr, 2 zndzorhuje IgG odezvy na antigen A
u jediného zvifete.

Vyroba antiséra

Bylo pouZito Streptococcus mutens dobfe zndmého kméne Ingbritt. Kmen byl popsdn
B. Krassem; Archs, Oral Biol.; 11, str. 429 e% 436 =a je klesifikovédn jeko geneticky
typ | systémem Coykendsl (J. Gen. Microbiol. 83, 1974, 327 o 338) a sérotyp ¢ podle
Bratthalla (Odont. Revy 20, 1969, 231 aZ 243) e uloZen v NCIB, Aberdeen, Scotlend jako
NCIB.iuwaae

Bakterie rostly v Todd-Hewitové %ivném prost¥edf (popseném E, W, Toddem a L. F,
Hewittem, J. Paht. snd Bacteriol., sv. 35, 1932, str. 973 eZ 974), a% bylo dosaZfeno sta- .
ciondrnf fédze (16 hodin).

Bunky byly potom izolovdny odst¥eddnim a suspendovény v roztoku sodné soli dodecyl-
siranu (SDS) jako solubilize¥nim pufru Laemmliho (Neture 227, 1970, str. 680 aZ 685) ve
vrouci vodni ldzni po dobu 20 minut. Bunky byly potom promyty vodou pomoci odstPed#nt,
lyofilizovény 2 resuspendovény znovu do vody v koncentrsci 10 mg/ml.

Krélik byl imunizovén 1 ml t&chto SDS extrehovanych bundk s 0,1 ml edjuvens hydro-
xidu hlinitého intramuskuldrn{ injekci v 0,21. a 48. den, Padesdtého pdtého dne byl krdlik
vykrvdcen po kerdidlnil punkei,

Podobnych visledkd bylo dossZeno, kdy? byly bunky extrshovény vodnjym roztokem 10 g
na litr SDS ze veru po dobu 20 minut nebo po dobu ! hodiny pfi teplotd mistnosti.

Charakterizace entigeni 4 & B

Antisérum pPiprevené vyse popsenym zplsobem bylo zkouSeno pomoci imunodifidze proti
bundénym sloZkém Ingbritt (ve form& extrsktu celych bun¥k zpracoveného ultrazvukem), stejnd
joko proteind z filtrétu kultury Ingbritt, ktery byl koncentrovén srdienim sirenem emonnym.
Byly pozorovény dvd ¥dry precipitinu e ty byly entigenn¥ identické s produktem zpracove-
nym ultrazvukem e supernatentem.

Pasobent nespecifického proteolytickéhe enzymu prondzy (Sigma Chemical Comp.) na kte-
rykoliv entigenni p¥ipravek nevedlo k ndslednému vzniku precipltinovych &ar, ukezujicich
ne proteinovy cherekter sntigent.

Kdy# bylo entisérum zkou¥eno proti bunkém zprecovenym ultrezvukem & proti filtrdtu
kultury citlivdjs8i technikou imunoelektroforézy, mohly by byt detegovény jenom dv& precipi-~
tinové reskce sntigen/protildtks.
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Stejné dve asntigeny by mohly byt detegovény, kdyZ byl jiny kmen sérotypu dostupny
v Nationsl Collection of Type Cultures, Colindale, Anglie jeko NCTC 10449 extrahovén
a pouZit k pfiprsvé antisére vySe popsanym zpisobem,

Informece o fyzikdlnich vlastnostech obou antigend byla ziskdne zk¥iZenou imuno-
elektroforézou, ve které prvym stediem separace bylo izoelektirické zaostiovéni v poly-
ekrylemidovém gelu (odd&leni proteind na zéklad® rozdfld ndboje) nebo pomocf elektrofo-
rézy na SDS-polyskrylemidovém gelu (odd¥leni proteind na. zdklad& jejich molekuldrni hmot-
nosti).

Ziskané vysledky ukeazuji, Ze antigen A mé izoelektricky bod 4,3 & molekuldrn{ hmot-
nost 29 000 * 3 000, zatimco entigen B mé izoelektricky bod 5,4 ® molekuldrni hmotnost
blizkou 200 000, Presn¥dj3{ zpisob vyuiivajici gradientové elektrofordzy na SDS-polyakryl-
amidovém gelu potvrzuje hodnotu 29 000 pro sntigen A a poskytl hodnotu 190 000 pro anti-
gen B,

Kontrolni proteiny ufité jako standardy molekuldrnf{ hmotnosti byly myosin krdliks
200 000, beta-galsktosiddze 116 000, fosfofyléze A 94 000, hov¥zi sérovy albumin 68 000,
avalbumin 43 000, chymotrypsinogen A4 25 700, Hodnota pro B je prozatimni, protoZe di-
ferendni barvic{ metody ukazujf, Ze B obsahuje ndkteré uhlohydrdty e glukoproteiny, 6 nich¥
Jje zbémo, %e vykezuji enomdlni migraci p¥i gelové elektroforéze,

Antisérum proti SDS-extrshovenym bunkdém kmene Ingbritt bylo uZito k ddkezu, Ze an-
tigeny toto¥né s A a B byly produkovény dalS{mi Zesti kmeny sérotypu c /vZetn¥ FW293,
C67«1 GS=5 a OMT-70, popsané Russellem RRB, Microbios Letters, sv., 2 (1976), str. 55 a%
~ 59) a rovn¥% reprezentativni{ kmeny sérotypd g (kmen P4) a £ (Kmen 151).

Posledni dva sérotypy jsou ve stejné genetické skuping jeko sérotyp ¢ (tj. v gene-
tické skupin¥ I Coykendell, 1977, Int. J. Syst. Bacteriol. 27, str. 26 a% 30) s bylo pro-
kdzéno, Zfe jsou entigenn® blizce p¥ibuzné (Bratthall se sp., J. dent. Res. 554, 1976,
str, 60 aZ 64; Perch se spol. Acte path, microbiol, scand., Sec. B82, 1974, str., 357 a%

370) a majl podobné sloZenf proteind (Russell, Microbios Letters 2, 1976, str., 55 a% 59).

Kmeny sérotypu b obsshuji entigen zki¥fZen¥ resgujici s antigenem A, zat{mco antigeny
reagujici zk¥{%en¥ s antigenem B byly pozorovény v sérotypech s, b a g a kmenech S~ sanguis.

Piiprava $i8t&ného antigenu A

Po detegovéni proteind A a B ve filtrdtech kultury ukdzaly dal3{ pokusy, Ze oba anti-
geny jsou vyludovény b¥hem rdstového cyklu bud v Zivném prostfedf Todd-Hewittovs, tryp-
ton/kvasni¥ném extraktu nebo chemicky definoveném (CD) médiu Jendy a Kursmitsu (Infect.
Immun. 14, 1976, str. 191 8% 202). ProtoZe CD médium obsshuje minimum sloZek interferu-~
jicich snedno s &istfcfimi operacemi, bylo zvoleno k pouZiti,

S. mutens kmene Ingbritt rostl v CD médiu do ran¥ steciondrni fdze e bunky byly
odstran¥ny odst¥eddnim ndsledovanym filtracf pFes sklendné vldkno. Je-1li Zddouci p¥iprava
%istého entigenu A, filtrdt by m¥l projit chromatografickym sloupcem obsshujfcim nerozpustuny
polymer glukézy muten a polyskrylemidovy gel v kulilkéch (BioGel P2), pFipreveny zpisobem
popsenym McCabem @ Smithem (Infect, Immun. 1977, 16: 760 aZ 765) a cilem odstrenit gluko-
syltrensferdzové enzymy, které majf jinsk sklon &istit se spolu s antigenem B.

Pevny siran smonny byl zvolna p¥iddn do vzniku 45% nasycenosti s sraZenina, kterd se
utvorila pies noc p¥i teploté 4 °C, byla izolovéna filtraci. PPedbdiné pokusy ukdzaly, Ze
entigen B se srdZel maximdlnd p¥i 45% nasyceni sirenem smonnym, zat{mco antigen A se
srdZel meximdln¥ p¥i 65%. Byl tud{Z p¥iddvén del3{ siran smonny, aby filtrdt kultury do-
sdhl 65 % nasycenosti s sraZenina byla znovu izolovéns. '
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Ob#& frakce byly dielyzovény proti 50 mM Tris HC1l pufru (hodnota pH.T7,5), kteréhoZto
pufru bylo pouZivéno bdhem &i3téni, pred del3im stupnsm, kterym byla chromatografie na
DEAE zes{téném dextresnu (DEAE Sephadex A25 - obchodnf znalka).

Vzorky byly naneseny na odd¥lené kolony, které byly predem ekvilibrovdny Tris-pufrem.
Kolony byly eluovény prichodem jednoho objemu Tris-pufru pied splikeci linedrnfho gra-
dientu od 0 do 0,3 M chloridu sodného v Tris-pufru. Po sobd jdouc{ frekce byly shromei- '
dovény s enalyzovédny elektroforézou ne 8SDS~polyskrylemidovém gelu a pomoci “raketové®
imunoelektroforézy proti sntiséru pPiprsvenému proti SDS-extrshovenym bunkém.

Antigen B (z 45% sirenu emonného) se eluuje pF¥ibliZn& 0,8 M chloridem sodnym, zatfmco
aentigen A se eluuje p¥iblifn¥ 0,13 M chloridem sodnym. V kaZdém p¥ipad¥ entigenn{ proteiny
byly hodnoceny jako 2z 90 % &isté. Frakce obsshujici entigen byly spojeny, dialyzovény proti
Tris~pufru & koncentrovény ultrafiltraci. KeZdy parcidln¥ &i3t¥ny entigen byl potom nenesen
na sloupec mgerézového gelu (Sepharose CL-6B-obchodn{ zns&ka) a eluovdn Tris-pufrem. Frekce
byly znovu shromédid&ny e enalyzovédno jejich sloZeni proteind a antigend.

Vy&e uvedeny zpisob vedl k p¥ipravkim proteind A a B, které byly 3isté na zdkladid
kritérii elektroforézy ne SDS-polyskrylemidovém gelu a isolektrického zostiovédni na po-
lyskrylemidovém gelu.

Kdy%Z tyto pfipravky antigeni A & B byly vst¥fknuty s edjuvens krdlf{kdm a ndsledoval
imunizadni p&stup shodny s tim, ktery je popsén vpfedu pro SDS-extrehovené bunky, vzni-
kale nespecifickd sére, kterd, kdyZ byla zkou3ena proti surovym entigennim p#{ipravkim
pomoci sréfeni gelové techniky, srdfels jenom homologicky entigen.

Nespecifickd antiséras proti entigenim A a B lze pou¥i{t pro imunosorbetnf efinitnif
chrometografické ¥i¥t¥n{ entigend. PPi typické pfiprav¥, frekce séra imunoglobulinu G
byla kopulovéna ne zesi{t¥nou agardzu (CnBr-sktivovend Sephaross, Pharmacia) zpisoby dopo-
rudenymi vyrobcem. Koncentroveny filtrdét kultury S. mutans kmene Ingbritt v 0,05 M Tris/
/HE1 pufru o hodnot& pH 7,5, obsshujiciho | % Tritonu X-100, byl nenesen ne sloupec kolony.

Sloupec byl potom promyvdn n¥kolike objemy Tris-pufru p¥ed eluci{ Tris-pufrem obsae-
hujfcim bud 3 M rhodanid sodny nebo 0,1 M glycin/HCl pufr o hodnot¥ pH 2,8 (alkoliv jind
elu¥nf ¥inidla mohou byt rovn¥Z dostedujici). Zplsob poskytuje Zisté p¥ipravky poZadova-
ného entigenu. Kdyby dochdzelo k n¥jskému unikdni IgG ze sloupce kolony, miZe byt odd&len
snadno od entigenu ji% popsanou iontom¥ni&ovou chromatografif,

SloZfeni aminokyselin afinitn& &iZt&ného entigenu bylo stanoveno po hydrolyze po dobu
48 hodin pfi teploté& 105 °%C v 6N kyselind chlorovodikové a je uvedeno v tabulce 1.



7 226190

Tebulka-1

SloZeni eminokyselin proteinovych hydrolyzdtd

Zbytky na 1 000 celkovych zbytkd

Antigen A Antigen B
Kyselina asparsgova 104 103
Threonin ' 56 60
Serin 91 61
Kyselina glutemovd 106 11
Prolin 65 44
Glycin 190 212
Alanin 89 (AN
Cyatin - -
Valin 53 58
Methionin ' - -
Isoleucin 38 38
Leucin 61 53
Fenylalanin 28 25 s
Tyrosin - 10
Histidin 50 18
Lysin 46 64
Arginin 27 . ‘ 26 -
Aminocukr ' - ’_Zm

Hodnoceni antigennich a ochrannych. vlsstnosti

Antigeny A a B jsou exponovédny na povrchu baskterif s plisobf jako imunogeny. Pokusy
zahrnuj{c{ imunizacl n8kolika tuctd krd4lfkd a opic ukdzely, %e odezvy protildtek ns en~
tigeny A a B jsou zPetelnd siln¥j3{ neZ jiné entigeny. Tento U¥inek je dokonce je¥td
vyznedngjs1, kdyZ jsou zvi¥ate imunizovdne p¥ipravky obohacenymi bund¥nymi st¥nemi, Jek
Je popséno vpPedu, SDS-extrshovené st¥ny uvolnujl protildtky jenom proti A a B, zatfmco
stény podrobené intenz{vni extrakei poskytovaly je3t® mohutndj3{ odezvy ne A 8 B, zatimco
u jinych entigend byly pozorovény slebdi odezvy.

Protildtky lze detegovat obvyklymi zplsoby zk¥fZené imunoelektroforézy nebo reverzni
"reketové" elektroforézy.

Kventitativnf hodnoceni odezvy protildtek bylo provdddno enzymovou imunosorpéni
zkoudkou (E1ISA), ndsledovenou technikou na mikrodeskdch podle Vollera, Bidwella a Bart-
lette (1977, Flowline Publications). Plastikové mikrotitrasn{ misky byly potaZeny imuno-
afinitng &13t¥nymi entigeny A a B v koncentracich pfibliZn¥ 1 mg/ml.

ZxouSke mnoZstvi protildtky opic, kterd vdzala antigen, byls doci{lena inkubeci s esnti-~
-lidskym IgG konjugovenym na alkelickou fosfatézu (Don Whitley Ltd.). Vysledky byly vy-
jddreny Jjako bod ekvivalence (tj. konednd hrenice fed¥nf, kterd vykezuje konedné zbarveni),
nebo méfenf{m ebsorbance p¥i 405 nm ziskené od vzorku séra p¥fsludného ¥eddnf.

Imunogenni vlastnosti celych bundk
Ngkolik pokusd, pfi nichZ byly uspddnd imunizovény opice celymi bunkemi S. mutens,

bylo popséno, Jak je uvedeno vpifedu (Bowen se sp., Brit, Dent, J. 1975 a Cohen se sp.
Brit. Dent, J. 1979), pridemZ redukce zubnfho kazu je 50 % nebo vice. V reprezentativnim
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pokuse 4 pokusnd s 2 kontroln{ zvi¥ata byla léZena obdobnd usmrcenymi celymi bunkami
(skupina 14 Cohena se spl. British Dentel Journal sv. 147, 1979, str. 9 a% 14). Injekce
byly poddvény O., 2., 5., 6., 12. @& 18, mésic. Prim&rné hlediny protildtek (IgG) u pokusné
a kontrolni skupiny jsou uvedeny na obr. 1.

Hledine protilétek proti sntigenu A po 12 m&sicich byle nejménd 30x vy58{ ve srovndni
s kontrolsmi, s¥koliv teto hledina klesd mezi vrcholy. Musi byt zddrazn¥no, Ze je nepravdd-
podobné, aby pro ochranu byly zédsadn nutné tek Zetné injekce, avdek tento aspekt vyné-~
lezu nebyl zkoumdn. :

Bty#i roky po za¥dtku pokusu m¥le kontrolni zviFfeta primérny podet p#ti kazovych
poBkozent na stdljch zubech, zatimco imunizovend zvifata méla prim¥rnd dvé poSkozeni.

Z t&chto vysledkd lze vid&t zPejmou korelaci mezi hledinami antigend A & ochrenou
pfed zubnfm kazem. Protildtky proti antigenu A se vyskytuj{ pouze zffdke a v nizkjch-
hledindch u neimunizovenych subjektd. Tekovd "pFirozensd protildtke" proti entigenu B
byla rovnd% pozorovéna v nékterych p¥ipadech.

Nen{ zndmo, kdy t&chto protildtek pribjvé nebo kdy jsou zpisobeny antigenni sti-
mulaci pomoci S, mutens ne zubech, systémovou infekci pomoc{ S. mutans, nebo zkfiZenou
resktivitou entigend jinych bekterif, vi&i nim¥ md zviFe imunitni odezvu.

"V jiném pokuse byle imunizovéne skupine osmi opic, celymi bunkemi & hydroxidem hli-
nitym jeko sdjuvens subkuténni injekel do nohy (skupine 11, Cohen se sp., British Dental
Journal, uvedeny vp¥edu) a srovnéne s osmi kontrolnimi zvi¥ety. V této skupind byly hla-
diny protildtky proti entigenu 4 u v3ech kontrolnich zvifat zvyleny, pfi¥emf prim¥rny
titr je 1/520.

Je t¥eba upozornit ne to, Ze v disledku varisc{ p¥i zplsobu nenf moZné srovndvet
titrednf hodnoty uvedené zde u riznych skupin., Primdrné titrednf hodnoty u zvifat imu-
nizovenfch celymi bekteriemi byly viek, 6 m¥sicd po injekei, 1/2830~-vice ne% pétindsobek
hladiny u kontrol. Protildtky proti entigenu B byly rovn¥%# pf{tomny u imunizovenych zvi-
Pat. 55% sniZeni kazu bylo pozorovéno mezi imunizovanymi a kontrolnimi zvifaty.

Tmunogenn{ vlastnosti porudenych bun¥&nych st¥n

0 imunizaci porufenymi bun¥¥nymi st¥nemi kmene Ingbritt popsané Bowenem se sp. (Bri-
tish Dental Journal 1975, str. 45 e¥ 58) bylo prokdzdno, %e poskytujl ochrenu proti ndsled-
nému delenZovéni timto kmenem. Imunizece trypsinovanymi bun&dnymi sténemi neposkytuje
ochrenu, co% dokezuje, Ze protein se d&astni ochranného procesu.

Séra byla shromdid¥ns od &ty¥ experimentdlnich opic imunizovanjch ptipravken z bun¥&-
nych st&n kmene Ingbritt o ZelenZovény stejnym kmenem, ktery je popadn pro skupinu C Bo-
wenem se sp. FPodobné bylo pisobeno bez imunizece ne pét kontrolnich opic.

Kontroln{ zvifate m&la titraini hodnoty protildtky proti entigenu A {1/20 (3 gvifate),
1/80 (1 zvife) a 1/1 280 (1 zviFe), zatimco imunizovend a chréngnd zvifeta m&la titradni
hodnoty mezi 1/80 & 1/640 s prim&rnou hodnotou 1/220. Tyto hodnoty byly ziskdny ze vzorkd
séra odebrangch 20 mésict po poslednf injekci. Hlediny by m3ly byt pochopiteln¥ vy33{
prdvé po vrcholu,

P&t rokd po zefdtku pokusu byl celkovy polet zubnich kazd u %ty pokusnych zviiet 4.
U psti kontrolnich zvifat bylo 64 poSkozeno a toto #1slo predstavovalo opa¥nou relaci
k hlading protilétek v séru, se dvéme kontrolnfmi zviPety, kterd nevykezovela jekoukoliv
protildtkovou odezvu ukezujfci vyvijejici se kaz.
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Dev&t let po zsddtku pokusu existuje 5 pPeZivajicich zvitat, dvd zvidate z imunizo-
vané skupiny a 2 kontroly uhynuly. TPi pFeZfvajic! kontrolni zvi¥ata m&la v3echnas ustu-
pujfci af phibyvajic{ kez, zeujimejicl{ 56, 69 & 93 napadeného povrchu. Jedno malé podko-
zeni se vyvinulo na zubu jednoho imunizoveného zvirete, zet{mco ostatni zlstela bez kezu.

Imunogenni vlestnosti &istého entigenu A

Z vySe uvedenych vysledkd je jasné, Ze antigeny A a B vst¥iknuté jako sloZky celych
bakterii nebo bung¥nych stén bekterii jsou schopny vyvolat imunitn{ odezvu, v nep¥itomnosti
adjuvens (skupina C) nebo po pfiddni hydroxidu hlinitého jeko sdjuvens (skupina 11). Imu-
nizace ¢istymi antigeny v3ek vyZsduje pro rychlou e trvalou odezvu pPitomnost adjuvans.
Odezva jedné opice (asi o 5 kg hmotnosti) imunizovené 50 mg antigenu A (pFipreveného,

Jjak je popsdno vpPedu, za pouiiti srédZeni siranem amonnym) s hydroxidem hlinitym je uve-
deno na obr. 2.

PREDMET VYINLLEZU

1. Zpisob vyroby entigennfho priprevku pro potlelovén{ zubniho kazu u saved, kulti-
vaci druhu Streptococcus mutens v Zivném prostifedf{ pro ziskdn{ kultury, pPifemZ se z kul-
tury odstrahuji slespon bund¥né stény pro ziskdn{ zbyvejfcfho bflkovinného roztoku, ktery
Je filtrdtem kultury, bun¥¥nym extraktem nebo kombinac{ jich obou, e poZadovany antigenni
piipravek se odddli od bilkovinného roztoku, vyznedujici se tim, ¥e antigenni pPipravek
se 0dd¥l{ od bilkovinného roztoku sepasra¥nim postupem zashrnujfcim afinitni chromatogrefii,
zehrnujic{ uvAaddn{ bilkovinného roztoku do styku s imobilizovenou protildtkou, vymyvéni
neZddoucich materidld z imobilizovené protildtky e eluovén{ poZadovaného antigennfho
ptipravku z imobilizovené protilétky, pfifemZ imobilizovend protildtke je charskterizovd-
na specificitou pro jeden nebo vice antigend, které jsou bud sntigennimi bflkovinami
o molekulové hmotnosti agi 29 000 a isoelektrickém bodu 4,1 8% 4,5 a které zistéveji na
bung¢nych std¥néch Streptococcus nutens genetického typu I po extrekei vroucim roztokem
10 g/litr dodecylsirsnu sodného ve vodd po dobu 20 minut, nebo jsou bilkovinemi, které
ddvejl zki¥fZenou reakci s uvedenymi antigennimi bilkovinemi.

2. Zpdsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze pred efinitn{ chromstografifi se provd-
a1 odd&lovén{ priddnim sirsnu smonného k bilkovinnému roztoku do 45 8% 65% nasycenf, pfi-
gem% pevny podfil se shromefduje a rozpou¥ti zs vzniku druhého bilkovinného roztoku vhodné-
ho pro uvédinf do styku s imobilizovanou protildtkou.

3. Zpisodb podle bodu 2, vyzna¥ujfci se tim, Ze pfed afinitni chrometografif se provid-
df oddslovéni priddnim sirenu smonného k roztoku bilkovin &% do esi 45% nasycenf, odstra-
nf{ se prvy pevny podfl, k biflkovinnému roztocku se pifidd siren esmonny pro vysrdZen{ druhého
pevného podflu, druhy pevny podil se shroma¥duje @ psk se rozpust{ pro ziskdn{ druhého
b{lkovinného roztoku vhodného pro uvéddéni do styku s imobilizovanou bilkovinou.

1 vykres
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