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A taldlmény térgya eljards emlésok fogszuvasoda- immobilizalt antitesten, ahol az immobilizilt antitest
sit gatld antigén preparatumok eléallitasdra Strepto- €gy vagy t6bb antigénre specifikus és ezek az antigé-
coccus mutans specieshez tartozé baktériumok te- nek (I) 29 000-es molekulasiilyiiak és izoelektromos
nyésztésével sejttenyészet elGéllitdsara szolgdls te- pontjuk 4,145, és I genetikus tipusi Streptococcus
nyészkozegben, a tenyészetbdl legalédbb a sejtfalak mutans —kivéve a Streptococcus NCIB 11516 mikro-
eltavolitasival és a kapott fehérjeoldatbol az antigén organizmust - sejtfalain maradnak 10 g1néatrium-do-
prepardtum elkiilonitésével. decil-szulfat vizzel készitett forrasban 1év6 oldatsval

A taldlméany szerinti eljarast oly médon végzik, 20 percig tart6 extrahalds utsn vagy (II) olyan fehér-
hogy az antigén-preparatumot a fehérjeoldatbol - ki- jék, amelyek szeroldgiailag reagalnak a fenti (T) cso-
vdnt esetben tisztitas céljab6l ammoénium-szulfstos portba tartozé antigén fehérjék antitestjeivel.

kicsapds utdn - affinitas kromatogrifissan nyerik ki




A taldlmény targya eljards a fogszuvasodast gatlo,
fehérje jellegli antigén preparatumok el6dllitasara,
€s a prepardatumokat vagy antitestjeiket tartalmazé
készitmények el6allitasara.

Altaldnosan ismert, hogy a fogszuvasodast a fogak
feliiletén €16 baktériumok dltal termelt sav okozza; a
baktériumok elsésorban a Streptococcus mutans
fajba tartoznak. Ennek a felismerésnek a kdvetkez-
ményeképp szamos kisérletet tettek a fogszuvasodds
- megelbézésére vagy legalabb csokkentésére a Strepto-
coccus mutans teljes sejtjeinek vagy sejtalkotdinak
felhasznalasaval torténG immunizdldssal. Ilyen kisér-
leteket irnak le példdul a kovetkez6 cikkekben: Bo-
wen €s munkatarsai British Dental Journal, /39, 45—
48 (1975) és Cohen és munkatdrsai British Dental Jo-
urnal, /47, 9-14 (1979). A kisérletek sordn a majmok
fogszuvasoddsadt sikerilt csdkkenteni teljes sejtekkel
vagy centrifugdldssal felbontott sejtekbdl nyert, sejt-
falban gazdag anyaggal végrehajtott immunizaldssal.
(A glukoziltranszferaz enzimpreparatumokkal valé
-immunizilas nem nyujtott védelmet.) Bar kimutat-
tak, hogy az ilyen immunizilds immunvilasz - a
Streptococcus mutans baktériumok antitestjeinek
termelddése — kivdltasa révén hat, nem tudjuk bizto-
san. hogy a keletkezett antitestek hogyan jutnak el a
szdjban levo baktériumtelephez. A szdjban, a nyal-
kahdrtya alatt és a ldbszaron, bor alatt alkalmazott
immunizdlas egyardnt védelmet nyijtott. Egy lehet-
séges, bar valosziniileg dragabb eljaras az antitest
preparitumok helyi alkalmazésa példaul a Strepto-
coccus mutdns antigének antitestjeit tartalmazo tej
formdjdban (1 505 513. szdmu nagy-britanniaiszaba-
dalmi leiras).

Bar tgy ldtszik. hogy a teljes Streptococcos mutans
sejtekkel vagy azokbol készitett sejtfal-preparatu-
mokkal végrehajtott immunizalds védelmet nydjt a
fogszuvasodas ellen, a médszer alkalmazasa — kiil6-
nosen €16, teljes sejtek felhaszndldsa esetén — bizo-
nyos kockdzattal is jar. A Streptococcusokrél ismere-
tes, hogy szerepiik van egyes betegségek. példdul a
reumatikus szivfijdalmak keletkezésében, és a teljes
sejtekkel, de még a sejtalkotokkal végrehajtott im-
munizalas is a nemkivdnatos mellékhatdsok néveke-
dését okozhatja. Ezért a legnagyobb biztonsdg és a
legnagyobb hatékonysdg érdekében egyarint az a
legkedvezbbb, ha a fogszuvasodas elleni vakcina csak
a védelem biztositdsahoz sziikséges specifikus anti-
gént vagy antigéneket tartalmazza.

Azonositottunk két antigén fehérjét (a tovabbiak-
ban antigén A-nak és antigén B-nek nevezziik Sket),
melyek jelen vannak a fent emlitett sejtfal-prepara-
tumokban és melyeknek valészinileg szerepiik van a
fogszuvasodas gétldsaban.

Az antigén B-rl mar korabban kimutattdk, hogy
olyan antitestek képzodését serkenti, melyek reagal-
nak az emberi sziv szdvetével (Hughes: Pathogenic
Streptococct, 222-223, kiadta M. T. Parker, Reedbo-
oks, Chertsey, Anglia, 1979). Az a veszély, hogy an-
tigén B tartalmii vakcinak alkalmazésa a szivre kdros
autoimmun-valaszt valtana ki, lehetetlenné teszi az
antigén B alkalmazisat jelenleg ismert formdjiban
vakcindk hat6anyagaként.

A taldlmédny szerinti médon eldéllitott antigén
készitmény a Streptococcus muténs antigénfehérjéi
koziil csak - az aldbbiakban definidlando - antigén
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A-t tartalmazza. A taldlmény szerinti eljirdssal to-
vabbad olyan gydgyszerkészitmények is eldallithatdk,
melyek egy ilyen antigén készitményt vagy annak an-
titestjeit tartalmazzak gyogydszatilag elfogadhaté se-
gédanyagokkal kombindlva. A | gyégyszerkészit-
mény” kifejezés alatt a megel6zésre alkalmas, profil-

.aktikus szereket, példaul vakcindkat, és a fertézést

kovetden, a fertdzés hatdsinak cs6kkentésére be-
adott szereket értjiik.

Az antigén A molekulasilya 290003000 és izo-
elektromos pontja 4,1-4,5. A Streptoccus mutdns
¢ szerotipusdnak (Bratthall: Odont Revy, 20, 231-
243 [1969] szerint), melybe példdul az NCTC tdrzs is
tartozik, sejtfalabol nyerhetd oly médon, hogy a sej-
teket natrium-dodecil-szulfat (NDS) 10 g/t koncent-
raciéju vizes oldatdval extrahdljuk szobahémérsékle-
ten 1 6ra hosszat vagy forralas kozben 20 percig. Az
antigén A a sejtfalban visszamarad. Lényegében
azonos fehérjéket taldltak mas, az I genetikus cso-
portba tartozé Streptococcus mutdns torzsek sejtjei-
ben is (Coykendall: J. Gen. Mikrobiol, 83, 327-338);
idetartoznak az .e" és .f" szerotipusok. példdul a
Russell altal leirt torzsek is (Microbiol. Letters, 2,
55-59. 1976). Hasonlo antigén fehérjéket talaltak
mds genetikus csoportba tartozo, példaul .b” szeroti-
pusi torzseknél is. Jelen taldlmany ilyen antigén fe-
hérjékre vonatkozik, és ezeket foglalja magdban a le-
frasban és az igénypontokban alkalmazott ,.antigén
A’ kifejezés. Igy a taldlmany szerinti megoldas nincs
bizonyos specidlis torzsekre korlatozva.

Az antigén A-t nem koénnyf elvélasztani az NDS-
sel extrahdlt sejtfalakbdl, de nyulak immunizalasa az
extrahalt sejtfal-prepardtummal két fehérje, az anti-
gén A és az antigén B antiszérumdnak keletkezését
eredményezi; ezdltal ezek kimutathatok és elvélaszt-
hatdk a teljes sejtbdl extrahélassal készitett anyagbol
vagy a sejtmentesitett sziirletb6l. Az antigén igy egy-
szerfien elddllithaté tenyészetek szirletébdl vagy
magukbdl a tenyészetekbdl elzetes sejtbontds utdn.

A taldlmany szerint az antigén A-t igy allitjuk eld,
hogy Streptococcus mutdns baktériumokat- megfe-
lelé tapkozegen tenyésztiink, a kapott tenyészetbol
legaldbb a baktériumok sejtfalat eltavolitjuk, és a ka-
pott fehérjeoldatbdl elvalasztjuk az antigén A-t.

Tapkozegként barmely, a Streptococcus mutans
teny€sztésére alkalmas tapkozeget hasznalhatunk,
példaul Todd-Hewitt taipkozeget (Todd, E. W., He-
witt, L. F.: J. Path. and Bacteriol., 35, 973-974
{1932]), vagy tripton/éleszté extraktot vagy kémiai-
lag el6allitott, ismert Osszetételd taptalajt. Ez utdbbi
alkalmazasa megkonnyiti a termék tisztitasat. A te-
nyésztés folyaman az antigén A folyamatosan kelet-
kezik és a tdptalajba jut. A sejteket elényosen a korai
staciondrius fazisban dolgozzuk fel (15-25 6ra, 37 °C-
on). A sejteket folyamatosan is tenyészthetjiik.

A fehérjeoldat tartalmazhatja egyszeriien a tenyé-
szet sziirletét, melyet a teljes sejtek eltdvolitdsdval
nyeriink vagy tartalmazhat a sejtfalaktol és sejttore-
dékektSl megtisztitott sejtextraktumot, vagy lehet
ezek keveréke, melyet tigy éllitunk el6, hogy a tenyé-
szet sejtjeit megbontjuk, majd eltavolitjuk a sejtfala-
kat és sejttéredékeket. A sejtfalakat eltdvolithatjuk
a sejtek egészben valo eltdvolitisdval, vagy téredék-
ként a sejt felbontdsa utdn, ismert médszerekkel,
példaul centrifugdlassal vagy sziréssel.
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Az antigén A-t ismert médszerekkel, elénydsen
ammonium-szulfitos lecsapdssal, majd azt kdvetd
kromatografilassal nyerhetjiik ki a fehérjeoldatbél.
Az amménium-szulfatos lecsapast végrehajthatjuk
egy lépésben, az oldatot célszeriien 65%-ra telitve,
de ennél elonyosebb két 1épésben valé végrehajtasa,
az elsé fazisban 45%-ra, a masodikban pedig 65%-ra
telitve az oldatot. Az els6 Iépésben kapott csapadék
kis mennyiségi antigén A-t tartalmaz, a mésodik 1é-
pésben kapott csapadék tartalmazza az antigén A tiil-
nyomo részét, emellett kisebb mennyiségben mas fe-
hérjéket is, példaul antigén B-t is tartalmaz. Az anti-
gén A-t kromatografids médszerrel nyerhetjik ki a
masodik Iépésben nyert csapadékbdl vagy mindkét
1épés csapadékabol, a gazdasigossagtol figgden.

A kromatogrifids elvdlasztist birmely alkalmas
anyagon végrehajthatjuk; alkalmazhatunk példaul
térhalésitott dextran vagy agardz gélt vagy dextran-
nal szubsztitudlt triazin-festéket agardz gélen immo-
bilizalt formaban. Kiilondsen elényos a dietilamino-
etillel térhalésitott dextran alkalmazisa. A fehérjé-
ket a szokasos médon, a pH vagy az ionerdsség foko-
zatos valtoztatdsaval eludlhatjuk; eldnyos az ionerds-
ség natriumkloriddal valé valtoztatasa, mely esetben
az antigén A-t 0,1-0,2 molaritasa natrium-kloriddal
elualjuk. Ezen kiviil alkalmazhatunk affinitds-kro-
matogréfidt vagy immunadszorbens-kromatografidt
is az antigén A kinyerésére; kromatografalhatjuk az
ammonium-szulfatos lecsapassal nyert csapadékot
vagy a nyers sejtextraktumot és/vagy a feliiliszét.

A legeldnyosebb médszer az antigén A elvilaszta-
sara a fehérjeoldatbdl az immobilizalt anti-antigén
A antitestek alkalmazasdval végrehajtott affinitds-
kromatografia. Az antitestek lehetnek valamely
megfeleld éllatban, példdul nyilban termel6dott im-
munoglobulin G (IgG) antitestek, melyeket szokasos
mddszerrel, példaul térhdlésitott agardz gydngydkon
immobilizdlunk, majd brémcidnnal aktivizalunk.

A tisztitott antigén A prepardtumot a gydgydszat-
ban szokdsos hordozé- és segédanyagokkal vakei-
ndva alakithatjuk; ilyen segédanyagok péld4ul az ad-
juvansok (példaul az aluminium-hidroxid), a stabili-
z4l6 anyagok és a bakteriosztatikumok. A vakcina a
Streptococcus mutdns egy vagy tobb torzsébdl szdr-
maz0 fehérjéket tartalmaz és embereknek, valamint
eml6s dllatoknak beadhaté szubkutdn, intramuszku-
larisan, intravéndsan vagy nyalkahartya alatt, dltala-
ban 1-50, legelényosebben 10 Mg testsiilykilogramm
dézisban. Tobb injekcié beaddsara is sziikség lehet a
megfeleld antitest-valasz kivaltasahoz. Védettséget
lehet elérni az oralisan, példdul az antigént tartal-
maz6 kapszulék lenyelésével végrehajtott immuniza-
lassal is.

A taldlmany szerinti, az emlosok fogszuvasodasa-
nak megel6zésére vagy-gatldsara szolgilo készitmény
mésik formdja az antigén A antitestjeit tartalmazza a
gybgydszatban szokdsos valamilyen forméban. A
készitmény lehet injekcid, vagy formuldzhaté helyi al-
kalmazisra megfelel6 formaban, példaul fogpaszta
vagy szdjviz alakjdban. A készitmény vagy csak az
antigén A antitestjeit, vagy mds Streptococcus mu-
tans antigének antitestjeit is tartalmazza. Az antites-
teket szokdsos médon, Streptococcus muténs antigén
készitményeket — beleértve az antigén A-tis —megfe-
lelo allatokba, példéul tehenekbe vagy nyulakba
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fecskendezve illithatjuk eld. Az alkalmazhaté anti- .
gén készitmények kozé tartozik elsGsorban az NDS-
sel mosott sejtfal-prepardtum és a fent leirt médon
elééllitott tisztitott antigén A.

A leirt taldlmany szerinti készitmények hatasa az
antigén A antitestjeinek koszonhetd, akdr jelen van-
nak azok a beadott készitményben, akdr pedig kezelt
szervezetben képzddnek immunvalasz révén. A fog-
szuvasodast megel6zd antitestek hatdsmechaniz-
musa nem teljesen tisztazott, de ez nem gitolja a ta-
ldlmany gyakorlati alkalmazédsat. Lehetséges, hogy a
szobanforgd antitestek a baktériumsejtek anyagcse-
réjét befolyasoljak, és a glukdn vagy a sav képzodését
gatoljak. A hatdsmechanizmusukra vonatkozé egyes
feltevések azonban semmiképpen nem befolyasoljak
a talalmény oltalmi korét. Az oltalmi kor tovibba
nem korldtoz6dik a leirasban felsorolt és a példakban
emlitett Streptococcus mutans tdrzsekre.

Az aldbbiakban példdkkal szemléltetjiik a talal-
mdny szerinti jellegzetes eljardsokat és készitménye-
ket.

Az 1. 4bra az immunizalt (,.a" gorbe) és a kontroll
(.b” gorbe) dllatok antigén A-val kivaltott IgG vila-
szait mutatja. A 2. dbra az antigén A altal kivaltott
IgG vélaszokat mutatja egyetlen éllat esetében.

1. példa

NDS-sel extrahdlt sejtfalak antiszérumdnak elédlli-
tdsa

A j6l ismert Ingbritt Streptococcus mutdns torzset
hasznaljuk. A torzs leirdsa megtaldlhat6 Krasse, B.:
Archs. Oral Biol., 11, 429-436, és Coykendal rend-
szere szerint az I genetikus csoportba (J. Gen. Micro-
biol., 83, 327-338, 1974), Bratthall osztalyozdsa sze-
rint pedig a ,,c” szerotipusba (Odont, Revy, 20, 231~
243, 1969) tartozik. A torzs depondlva van az NCIB-
nél, Aberdeen-ben, Skdécidban, az NCIB 11516 de-
ponalasi szdmon.

A baktériumokat Todd-Hewitt tdpkozegen te-
nyésztjik (Todd, E. W., Hewitt, L. F.: J. Path. and
Bacteriol., 35, 973-974, (1932), a staciondrius fazis
eléréséig (16 6ra). Ezutdn a sejteket centrifugaldssal
kinyerjiik és forré vizfiirdon 20 percig szuszpendal-
juk ndtrium-dodecil-szulfit (NDS) szolubilizil6 puf-
ferben (Laemmli: Nature, 227, 680-685, [1970)).
Ezutan a sejteket centrifugdlva vizzel mossuk, fa-
gyasztva szaritjuk és vizzel 10 mg/ml koncentrécidyi
szuszpenziét készitlink belSlitk. Ezekkel az NDS-sel
extrahdlt sejtekkel nyulat immunizalunk gy, hogy a
szuszpenzi6 1 ml-ét 0,1 ml aluminium-hidroxid adju-
vanssal keverjik. Ilyen keveréket adunk be a nyulak-
nak intramuszkuldrisan a nulladik, huszonegyedik és
negyvennyolcadik napon. Az 6tvenotodik napon a
nyulat szivpunkcidval elvéreztetjiik.

Hasonl6 eredményt kapunk akkor is, ha a sejteket
NDS 10 g/l koncentricidji vizes oldatdval extrahal-
juk forralva 20 percig vagy szobahOmérsékleten
1 dra hosszat.

2. példa
Az antigén A és antigén B jellemzése
Az 1. példdban leirt médon el6éllitott antiszérum
hatasit immunodiffiziés médszerrel vizsgdljuk az
Ingbritt-féle torzs sejtalkotoin (a teljes sejtekbdl ult-
rahangos bontassal eldallitott extrakt forméjaban) és
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az Ingbritt-féle torzs tenyészetének sziirletében talal-
haté fehérjéken; a szdrletet el6zdleg ammonium-
szulfatos kicsapdssal koncentraljuk. Két csapadék
vonalat kapunk, melyek megfelelnek az ultrahanggal
kezelt anyag és a feliliszd antigénjeinek. Barmelyik
antigén preparatum nem-specifikus proteolitikus en-
zimmel valo kezelése (Pronase, Sigma Chemical Co.
gyartmany) azt eredményezi, hogy az antiszérum
hozzaadds utin csapadék nem képzddik. Ez utébbi

kisérlet bizonyitja az antigének fehérjetermészetét.

Az antiszérum hatasat az ultrahanggal bontott
sejtre és a tenyészet szlirletére térhalésitott anyagon
végrehajtott immunoelektroforézissel vizsgalva -
mely médszer érzékenyebb, mint az immundiffizios
- szintén csak két, az antigén/antitest kicsapdsi reak-
cionak megfelelé vonalat kapunk. Ugyanezt akétan-
tigént mutathatjuk ki, ha mds ,.c” szerotipusu torzset
extrahalunk és abbdl éllitunk el6 a fent leirt médon
antiszérumot. Ilyen torzs példaul az NCTC 10449-es
szamon az Orszdgos Torzsgy(jteményben letétbe he-
lyezett torzs (Colindale, Anglia).

A két antigén fizikai tulajdonsdgairdl térhalositott
anyagon végrehajtott immunoelektroforézissel kap-
hatunk képet; az elsé térirdnyban az elvalasztist poli-
akrilamid gélen, izoelektromos tulajdonsagok sze-
rint (igy a fehérjéket toltéskulonbségeik alapjén va-
lasztjuk szét), vagy NDS-poliaktilamid gélelektrofo-
rézissel (igy a fehérjéket molekulasilyuk alapjan sze-
paraljuk) hajtjuk végre. Azt az eredményt kapjuk,
hogy az antigén A izoelektromos pontja 4,3 és mole-
kulasilya 29 000+3 000, mig az antigén B izoelekt-
romos pontja 5,4 és molekulasilya kozel 200 000. A
pontosabb NDS-poliakriiamid gradiens gélelektrofo-
rézissel az antigén A molekulasilyara 29 000-et, az
antigén B-jére pedig 190 000-et kapunk. A moleku-
lasily meghatdrozdsdhoz standardként hasznilt fe-
hérjék a kovetkez6k voltak: nydl miozin,
M = 200 000; 3-galaktozidaz, M = 116 000; foszfo-
rildz A, szarvasmarha szérum albumin, M = 68 000;
ovalbumin, M = 43 000; kimotripszinogén A,
M = 25 700. Az antigén B molekulasilyara kapott
érték még nem tekinthetd véglegesnek, mert akiilon-
boz6 futtatdasos modszerekkel ki lehetett mutatni,
hogy ez az anyag szénhidratot és glikoproteineket is
tartalmaz, melyekrol ismeretes, hogy gélelektroforé-
zis sordn rendellenesen vandorolnak.

Az Ingbritt-féle torzs NDS-sel extrahdlt sejtjei ha-
tasara termelodott antiszérumot felhasznaltuk annak
bizonyitdsara is, hogy az antigén A-nak és B-nek
megfeleld antigéneket termel 6 masik, a ..c” szeroti-
pusba tartozé torzs (ezek kozé tartozik az FW293, a
C67-1, a GS-5 és az OMZ-70, melyek leirdsa megta-
l4lhat6: Russell RRB, Microbios Letters, 2, 55-59,
[1976]), valamint egyes, az ..e” (P4 torzs) és az .f”
(151 torzs) szerotipusba tartozo torzsek is. Ez utébbi
két szerotipus ugyanabba a genetikus csoportba tar-
tozik, mint a ,.c” szerotipus (a Coykendall szerinti
osztalyozas I genetikus csoportja, melyre a Strepto-
coccus mutans Clarke nevet javasoltak, [Coykendall.
Int. J. Syst. Bacteriol., 27, 26-30m [1977]), és kimu-
tattdk, hogy antigén szempontbdl igen hasonléak
(Bratthall és munkatdrsai: J. Dent. Res., 55A, 60-
64, [1976] és Perch és munkatarsai: Acta Path. Mic-
robiol. Scand. Sec., B82, 357-370, [1974]) és hasonl6
fehérje osszetételiik van (Russell: Microbios Letters,
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2, 55-59,[1976]). A .b" szerotipusba tartozd térzsek
egy olyan antigént tartalmaznak, mely reakcidba lép
az antigén A-val, mig az antigén B-vel reakciéba [épd
antigének taldlhaték az ,.a", .d" és ,.g" szerotipusba
tartozé torzsekben és a Streptococcus sanguis tor-
zsekben

3. példa

Tisztitott antigén A elddllitdsa

Az antigén A-nak és B-nek tenyészetek sziirleté-
bol valé kimutatasit kovetd kisérletek azt bizonyi-
tottak, hogy mindkét antigén a sejtndvekedés soran
termelddik, akar Todd-Hewitt tipkozeget, akdr trip-
ton/élesztd extraktot, akar pedig ismert kémiai ssze-
tételd (IKO) tapkozeget hasznaltunk, melyet Janda
és Kuramitsu szerint allitottunk el6 (Infect. Immun.,
14, 191-202, {1976)). Mivel az IKO tapkdzeg keve-
sebb, a tisztitdst megnehezitd anyagot tartalmaz, a
kisérletek céljara ezt valasztottuk ki. Ingbritt-féle
Streptococcus mutdns torzset IKO tapkozegen te-
nyésztiink a korai staciondrius fazis eléréséig, majd a
sejteket eltavolitjuk centrifugdldssal és tivegsziirén
val6 sziiréssel. Ha el akarjuk llitani a tiszta antigén
B-t, a sziirletet oldhatatlan mutan gliikézpolimerrel
és poliakrilamid gél gyongyokkel (BioGel P2) toltott
kromatografids oszlopon engedjik at a glikozilt-
ranszferdz enzimek eltavolitasa céljabol, melyek haj-
lamosak a tisztitds sordn is egyiitt maradni az antigén
B-vel. Az oszlopot McCabe és Smith szerint készit-
hetjiik el (Infect. Immun., 16, 760-765, [1977]). Az
oldathoz lassan szilard amménium-szulfatot adunk a
45%-0s telitettség eléréséig, majd egy éjszakan at
4 °C-on &llni hagyjuk és a képz6dott csapadékot
centrifugélassal elkiilonitjiik. Az el6zetes kisérletek
azt mutattdk, hogy az antigén B legjobban a 45%-ra
telitett ammoénium-szulfit oldatban csapédik ki, mig
az antigén A Kicsapéddsdhoz legelénydsebb a 65%-
ra telitett amménium-szulfit oldat. Az oldathoz
ezért tovabbi ammoénium-szulfatot adunk a 65%-os
telitettség eléréséig, és tjra 6sszegyijtjiik a csapadé-
kot. Mindkét frakciét 7,5 pH-ji 50 mM trisz-s6sav
pufferrel szemben dializljuk a kovetkezd 1épés, a
DEAE térhalésitott dextrdnon valé kromatografalas
eltt (DEAE Sephadex A 25). Végig a tisztitds sordn
ugyanezt a puffert hasznéljuk. A mintakat el6zetesen
trisz pufferrel ekvilibralt kiilon oszlopokra vissziik
fel. Az eludlast dgy hajtjuk végre, hogy az oszlopon
keresztiil engediink egy térfogatnyi trisz puffert,
majd fokozatosan 0-t6] 0,3 M-os trisz pufferes nat-
rium-klorid oldatot. A frakci6kat &sszegydjtjitk €s
NDS-poliakrilamid lemez gélelektroforézissel és
kombinilt immunoelektroforézissel analizaljuk
NDS-sel extrahdlt sejtekkel elGéllitott antiszérum-
mal szemben.

A 45%-ig telitett ammonium-szulfitos oldatbél
szarmazo antigén B koriilbeliil 0,8 M natrium-klorid-
dal eluédlodik, mig az antigén A koriilbeliil 0,13 M
natrium-kloriddal eludlédik. Mindkét esetben 90%-
ra becsiiltiik az antigén fehérjék tisztasagat. Az anti-
gént tartalmaz6 frakcidkat 6sszegyiijtjik, trisz puf-
ferrel szemben dializéljuk és ultrasziiréssel toményit-
jik. A részlegesen tisztitott antigéneket ezutan aga-
16z gél oszlopra vissziik (Sepharose CL-6B) és trisz
pufferrel elualjuk. A frakcidkat Gsszegyijtjiik és ele-
mezzitk az antigének és a fehérjedsszetétel szem-
pontjabol.

4.
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A fenti eljarassal olyan antigén A és B fehérje pre-
pardtumot kapunk. melyek NDS-poliakrilamid géle-
lektroforézissel és poliakrilamid gélen végrehajtott
izoelektromos elvalasztassal tisztinak bizonyultak.

Ha ezeket a prepardtumokat adjuvansokkal egyiitt
nyulakba fecskendezziik, az NDS-sel extrahélt sej-
tekkel fentebb leirt immunizélasi médszert kovetve,
monospecifikus antiszérum termel6dik, melynek ha-
tasat gélen valo lecsapasos mddszerrel nyers antigén
készitményeken vizsgdlva csak a homoldg antigén
csapodik ki. : '

Az antigén A-val és B-vel szemben termelddott
monospecifikus antiszérumokat felhasznathatjuk az
antigének immunoszorbcids affinitas-kromatografids
tisztitdsara. Egy tipikus eljdras szerint a szérum im-
- munoglobulin G frakciéjat térhéldsitott agaroz
gyongyokhoz kapcsoljuk (brémcidnnal aktivélt Sep-
harose, Pharmacia) a gyarto altal javasolt modon. Az
oszlopon az Ingbritt-féle Streptococcus mutans torzs
tenyészetének toményitett sziirletét engedjik at,
0,05 M-o0s 7,5 pH-jt trisz sosav pufferben, mely 1%
Triton X-100-at tartalmaz. Ezutdn az oszlopot né-
hany térfogat trisz pufferrel mossuk, majd 3M nét-
rium-tiocianatot tartalmazé trisz pufferrel vagy
2,8 pH-jit 0,1 M glicint tartalmazé sésav pufferrel
elualjuk (mas elualészerek is megfelelGek lehetnek.)
fgy a kivant antigének tiszta készitményeit kapjuk.
Ha az oszloprol az IgG egy része is eludlédna, ez
konnyen elvélaszthat6 az antigénekt6l a mér leirt
ioncseréld kromatografids médszerrel.

Az affinitas-kromatogrifidas moédszerrel tisztitott
antigént 48 6rdig 105 °C hdmérsékleten 6N sésavban
hidrolizaltuk és meghatdroztuk aminosav-Osszetéte-
1ét. Az eredményeket az 1. tdbldzatban tiintettiik fel.

1. tablézat
Fehérjehidrolizdumok aminosav Osszetétele

Az egyes aminosavgyGkik szdma(%o)

antigén A antigén B

Aszparaginsav 101 103
Treonin 56 60
Szerin 91 61
Glutaminsav 106 111
Prolin 65 44
Glicin 190 212
Alanin 89 117
Cisztin ) - -

Valin 53 58
Metionin - -

Izoleucin 38 38
Leucin 61 53
Fenilalanin 28 25
Tirozin - -

Hisztidin 50 18
Lizin 46 64
Arginin 27 26
Aminocukor - 4

4. példa

Az antigén és védohatds vizsgdlata

Az antigén A és B kijutnak a baktériumok felszi-
nére és immunogénekként hatnak. Az olyan kisérle-
tek, melyeket néhény tucat nyul és majom immuniza-
lasaval hajtottak végre, megmutattik, hogy az anti-
gén A és B altal kivéltott antitest.valaszok sokkal erd-
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sebbek, mint a mas antigének altal kivaltottak. Az a
hatds még erdsebb akkor, ha az allatokat sejtfalban
gazdag készitménnyel immuniziljdk. Mint fentebb
leirtuk, az NDS-sel extrahalt sejtfalak hatdsara csak
az antigén A és B antitestjei képzédnek, mig a ke-
vésbé szelektiv extrakcidnak aldvetett sejtfalak hatd-
sdra szintén az antigén A és B antitestjeinek képz6-
dése alegintenzivebb, de két masik jelenlevé antigén
is kivalt - gyengébb - immunvalaszt.

Az antitestek a szokdsos médszerekkel, példaul
térhaldsitott anyagon végrehajtott immunoelektro-
forézissel vagy ..reversed-rocket line™ elektroforézis-
sel mutathaték ki.

Az antitest vdlasz erdssége meghatdrozhaté enzi-
mes immunoszorbens vizsgalattal (ELISA). Voller,
Bidwell és Bartlett mikrolemezes modszere szerint
(Flowline Publications, 1977). Mianyagbdl készilt
Microtiter talcakat az immunoaffinitdsos modszerrel
tisztitott antigén A-t és B-t koriilbeliif 1 ug/ml kon-
centracigban tartalmazo anyaggal vontuk be.

Az antigénen megkotddott majom antitest meny-
nyiségét gy hataroztuk meg, hogy alkali-foszfataz-
hoz kapcsolt emberi anti-IgG-vel (Don Whitley Ltd.)
inkubaltuk. Az eredményeket vagy ugy fejeztiik ki,
mint egy titralds végpontjanak értékét (azaz egy higi-
tasi sorozatnak az a tagja, mely egy bizonyos szint
mutat), vagy pedig egy bizonyos higitdsi szérum
minta 405 nm-nél mutatott abszorbancidjanak meg-
mérésével.

5. példa

A teljes sejtek immunogenitdsa

Fentebb mdir emlitettiink leirdsokat, melyek maj-
mok sikeres immunizaldsarél szimolnak be Strepto-
coccus mutdns teljes sejtjeivel (Bowen és munkatar-
sai: Brit. Dent. J, (1975), és Cohen és munkatérsai:
Brit. Dent. 1. [1979]). A fogszuvasodis csdkkenésé-
nek mértéke 50%-os vagy még jobb volt.

Az egyik kisérlet sordn 4 kisérleti és 2 kontroll 4lla-
tot kezeltek megolt teljes sejtekkel (Cohen és mun-
katdrsai: Brit. Dent. J., 147, 9-14 [1979] 14-es 4llat-
csoport). Az injekcidkat a nulladik, masodik, 6todik,
hatodik, tizenkettedik és tizennyolcadik hénapban
adtik. Az dtlagos antitest (IgG) szint a kisérleti és a
kontroll csoportban az 1. abrén lathaté. Tizenkét ho-
nap utdn az antigén A-val szemben termelt antitest
szintje legaldbb harmincszorosa volt a kontrollénak,
bér ezt a szintet két injekcié kozti idoben mértiik.
Hangsilyozni kell, hogy valészinitlen, hogy ilyen
sok injekcio kell a védettség eléréséhez, de ebben az
irdnyban még nem folytak kutatasok.

Négy évvel a kisérlet megkezdése utan a kontroll-
csoport dllatainak atlagban 5 maradandé foguk volt
szuvas, mig az immunizélt &llatoknak altaldban ket- -
t5.

Az eredményekbdl lathaté, hogy nyilvanvalé
Osszefliggés van az antigén A antitestjeinek szintje és
a fogszuvasodds elleni védelem koz6tt. Nem immuni-
zélt egyedekben az antigén A antitestjei csak ritkdn
és kis mennyiségben vannak jelen. Ilyen ,természe-
tes antitestje™ az antigén B-nek is van és azt néhany
esetben kimutattak. Nem ismeretes, hogy ezek az an-
titestek mikor keletkeznek, hogy a fogakon levd
Streptococcus mutins antigénje hatdsira jonnek-e
létre, szisztemikus Streptococcus mutdns fertézés

5
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eredményezi-e vagy mas baktériumok antigénjeivel
valé keresztreaktivitds révén képzddnek-e, mely
baktériumokkal szemben az éllatnak van immunva-
lasza.

Egy masik kisérletben egy nyolc majombdl ili6
csoportot immunizaltak a labszarba adott, teljes sej-
teket és aluminium-hidroxid adjuvdnst tartalmazé
szubkutan injekcidval (Cohen és munkatarsai: Brit.
Dent. J., az ezen példaban mar hivatkozott cikk sze-
rinti 1. csoport), a kontrollcsoport is 8 éllatbdl allt.
Ebben az allatcsoportban az antigén A antitestjeinek
szintje az 6sszes kontrolldllatban emelkedett, az dtla-
gos titer 1/520 volt. (Megjegyezziik, hogy az eljaras
valtoztatdsa miatt a kiilonbdzé csoportoknaél kapott
titerek nem hasonlithaték dssze.) A teljes baktéri-
umsejtekkel immunizélt dllatoknal az atlagos titer
hat hénappal az injekcié utdn 172830 volt — kontrollé-
nak csaknem 6tszérose. Az immunizilt dllatokban az
antigén B antitestjei is jelen voltak. A kontrollhoz
képest az immunizdlt allatoknil a fogszuvasodids
55%-0s csokkenését észlelték.

6. példa

Az elvdlaszton sejtfalak immunogenitdsa

A kordbban leirt immunizalas az Ingbritt-t6rzs ki-
lonvilasztott sejtfalaival (Bowen és munkatdrsai:
Brit. Dent. J.. 4548, [1975]) védettséget biztositott
ennek a térzsnek az tjabb fert6zése ellen. A tripszin-
nel kezelt sejtfalakkal végrehajtott immunizalds nem
eredményezett védettséget, ami azt bizonyitja, hogy
a védekezés kivdltasaban fehérjetermészetii anyag
jatszik szerepet. Szérumot vettek 4, az Ingbritt-féle
torzs sejtfalprepardtumaval immunizalt, majd
ugyanezzel a torzzsel fert6zott C csoportba tartozo
majomtSl (Bowen és munkatarsai). Ot kontroll alla-
tot hasonldan kezeltek immunizalas nélkiil.

A kontroll allatok antigén A antitest titerje 3 dllat
‘esetében 1/20-ndl kisebb volt, egy allatnal 1/80-ad és
egy dllatnal 1/1280-ad volt, mig az immunizalt és vé-
dett dllatok esetében a titer 1/80-ad és 1/640-ed ko-
z0Ott volt; atlagértéke 1/220-ad. Ezeket az értékeket
az utolsé injekcid beaddsa utdn 20 hénappal vett szé-
rum mintdkbél allapitottuk meg. A szintek természe-
tesen kozvetlenil az injekcié utdn magasabbak is le-
hettek.

Ot évvel a kisérlet megkezdése utan a négy kisér-
leti dllatndl 6sszesen négy fogszuvasodas esetet ta-
pasztaltak. Az 6t kontroll dllatnal §sszesen hatvann-
égy fogszuvasodis esetet tapasztaltak, és a fogszuva-
sodasok szdma forditott ardnyban dllt a szérumban
levé antitest mennyiségével, a legnagyobb foki szu-
vasodds annal a két allatnal kovetkezett be, melyek
egyéltalan nem mutattak antitest valaszt.

Kilenc évvel a kisérlet megkezdése utdn ot 4llat
volt életben, miutdn ketté-kettd az immunizélt és a
kontrollcsoportbél elpusztult. A hdrom é16 kontroll
allat mindegyikénél er6sen fokozédott a fogszuvaso-
dés, 56, 69, 93 megtamadott fogfeliiletiik volt. Az
egyik immunizalt dllatnal egyetlen fog romlott el kis-
mértékben, mig a masiknal fogszuvasodis egyaltalan
nem kdvetkezett be.
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7. példa

A tiszta antigén A immunogenitdsa

A fenti eredményekbdl lathatd, hogy a teljes sejt-
tel vagy baktérium sejtfallal a szervezetbe juttatott
antigén A és B alkalmas immunvalasz kivaltdsara ad-
juvéns nélkiil (C csoport) vagy aluminium-hidroxid
adjuvdns egyideji hozzaadasival (11. kisérlet).
A tiszta antigénekkel val6é immunizalaskor azonban
gyors és tartds hatds kivaltasdhoz sziikséges adjuvans
jelenléte is. Egyetlen majom immunvalaszai (testsii-
lya kortilbeliil 5 kg), melyet 50 Mg antigén A-val im-
munizdltunk (az antigént a fent leirt ammonium-szul-
fitos kicsapdssal készitettiik), aluminium-hidroxid
hozzaadasa mellett, a 2. dbrén lathatok.

Szabadalmi igénypontok

1. Eljards eml6sok fogszuvasoddasat gatlé antigén
preparatumok el6dllitasara Streptococcus mutans
specieshez tartozé baktériumok tenyésztésével sejt-
tenyészet elddllitasdra szolgild tenyészkozegben, a
tenyészetbdl legaldbb a sejtfalak eltdvolitasdval és a
kapott fehérjeoldatbol az antigén preparatum elkii-
lonitésével, azzal jellemezve, hogy az antigén-prepa-
ratumot a fehérjeoldatbdl — kivant esetben tisztitds
céljabél ammonium-szulfatos kicsapés utdn — affini-
tds kromatografidval nyerjiik ki immobilizalt antites-
ten, ahol az immobilizalt antitest egy vagy tobb anti-
génre specifikus és ezek az antigének (I) 29 000-es
molekulasilyiak és izoelektromos pontjuk 4,1-4,5,
és I'genetikus tipusi Streptococcus mutans — kivéve a
Streptococcus NC IB 11516 mikroorganizmust - sejt-
falain maradnak 10 g/l natrium-dodecil-szulfat vizzel
készitett forrdsban lévo oldataval 20 percig tarté ext-
rahdlas utdn vagy (IT) olyan fehérjék, amelyek szero-
logiailag reagalnak a fenti (I) csoportba tartozé anti-
gén fehérjék antitestjeivel.

2. Az 1.igénypont szerinti eljras, azzal jellemez-
ve, hogy a fehérjeoldatot az affinitdskromatografias
kezelés el6tt 45-65%-ig telitjik ammodnium-szulfat-
tal, a kicsapédott szildrd részt elvalasztjuk és jra fel-
oldjuk, és az igy kapott masodik fehérjeoldatot ke-
zeljik affinitdskromatogréfidval az immobilizlt an-
titestekkel.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras foganatositési
modja, azzal jellemezve, hogy a fehérjeoldatot az af-
finitaskromatografids kezelés el6tt koriilbeliil 45%-
ig telitjiikk ammonium-szulfattal, a kicsapddott szi-
lard részt elvdlasztjuk, a visszamaradt fehérjeoldat-
b6l tovabbi amménium-szulfat adagoldssal Gjabb szi-
lird anyagot csapunk le, amelyet elvalasztunk és djra
feloldunk, és az igy kapott masodik fehérjeoldatot
kezeljiik affinitdskromatografidsan az immobilizalt
antitestekkel.

4. Eljérés fogszuvasodast gatlé készitmény, (els6-
sorban vakcina, fogpaszta, vagy szajviz) el6éllitasa-
ra, azzal jellemezve, hogy az 1-2. igénypontok bér-
melyike szerinti eljarassal el6dllitott antigén prepa-
ratumot az egészségre artalmatlan hordozd- és/vagy
segédanyagokkal keverjiik ossze, és a keveréket ké-
szitménnyé szereljiik ki.
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