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Nézev objevu: Zévislost uUinnosti vekciny Propionitvacterium
acres na slozeni celulérnich mastnych Xyselin
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l, Jev spoéivajici v pr{it mastnych xyselin linolcvé, tuberku-
X : c
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o5 1 .‘ Ve B l- o'q . - v . = 3 . e
koholt Ci5 2 017 v lipidech vaxciny pr1pr°'enn z Fropionibac-

terium acnes xmen Hud&d 26/7&% (CNCTC .A0 19/83).
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Propionibacterium acnes, znémé téZ pod steriim ndzven Zo-
je

rynevacterium parvun neto acnes, je grampozitivni, anaerobni,
nesporulujfci baikterie. Podle doposud znémych iidajd jsou mezi
celulérnimi mastnymi kyselinami tohoto mikroba zastoupeny pre-
véZn3 vozvitvens kyseliny s 15 a 17 atomy uhliku /oss C. 1+ 5
Dowell V. R., Lewis V. J., Schekter il. 4., J.Bacteriol., S4,
130C-1305, /1.967//, dominantni sloZkou je isopentadekanové
/13-methyltetradekanovd, iso 15/ kyselina /iioss C. W., Cherry
W. B., J. Bacteriol., 95, 241-242, /1968//. Jeji vredativni za-
stoupeni tolisé u riznych kmenl v rozmezi v3idim neZ 20 %. Kro-
md biochemickych znakl a slofeni produktd fercentace prfispidly
idaje o sloZeni celulérnich rast k reklasifikaci
tohoto mikroba do rodu PTOpionibacterium /tioss C. W., Dowell
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V. R., Farshtchi D., Raines L. J., Cherry ¥. B., J. Bacteriol.,
97, 561.-570, /1969//.
l’edicinsky vyznem tohoto mikroba spolivéd aj. v tom, Ze
z n3kterych jeho kmend jsou pfipravovény vakciny pouZivané
v imunologickém vyzkumu i v klinické praxi /Pulverer G., Deut.

l'ed. Wochenschr., 107, 1401-14C2, /1082/y aecmmtampmemmpmpm——

-

Tyto vakciny jsou diky svym imunomoduladnim vlastnostem schopny !
stimulovat retikuloendothelovy .systém /Zalpern BE. K., Prevot
4. R., Biozzi G., Stiffel C., }outon D., lorard J. C., Bouthil-
lier Y., Decreusefond £., ¢. Reticulosndcthel. Soc., 1, 77-C6,
/14 //, inhibovat vist tuzorl 2 tvorbu m2tastéz /Zalvern b.
‘loaton D., iatuvre, 212, £5,-654,
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I'."E., Welsh il. G., Sigel . L., Infec¢t. Immun., 39, 726-735,
/1983 //. Wikteré z t3chto efektl zistévaji alespon &astetnd za-
chovény u riznych sloZek celé vakciny /Tuttle R. L., Cantrell
Je., in: Augmenting Agents in Cancer Therapy, E. ii. Zersh /ed./,
Raven Press, Xew York 1981, pp. 53%3-69/. Biologzické ii¢innost vak-
cin se b3#nd stanovuje testem splenomegalie my3i /Adlam C.,
Ecott 1. 7., J. ed. Iicrotiol., 6, 2€1-274, /1G73//, jeto?
vysledky jsou v korelaci s dal3imi biologickymi efekty. Uéin-
nost vakcin keolisg v zévislosti na znlisobu jejicn pifipravy a
na pouZitém kxmeni /Ko H. L., Roszvkowski ¥W., Jeljaszewicz J.,
Pulverer G., ied. Iicrobtiol. Immunol., 170,.1-9, /1¢8l//. Vak-

ciny pro huménni pouZiti jsou 3ostupné i komerdén3 ,/fircy Welco-

za, Anglie; Yici'érieuv, Francie/. Vypraccovéni optimélnino zpl-

sobu pripravy vekeiny se standardni vysokou iiéincosti, objasnd-
A

ejiho plisobeni, cdstranini nei:
(=]

Ze krom?® zndmych sloZek, tj. mastnjch yveelin typu n-, nenasy-
cenych monoenickych a vrozviivenych typu iso a dntQISO, obsatu-
Ji lipidy vakeciny pfip?avené z Fropionibacterium acnes linolc-
ou /18:2/, tuberiulcostearcvou /10-methyloktadekanovou, 1CTB/
O-ketostearcvou /J0-ketooktad kanovou, 10-C-18/ kyselinu a
vitvené mastné alkoholy Ci5 a u17 r 150] a br 170l..
_N;ﬁﬁﬁ££§££2L:7

Dlikaz tohoto jevu byl proveden stanovenim pritomnosti téch-
to sloZek v lipidech produkéniho Xmene Propionibacterium acnes
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& 26/78, deponcovaného v (s. stétnf sbirce typovych kultur,

itut hyzieny a epidemiologie, Srobérova 48 Praka 10, pod

&islem AQ 10/83%3 a pouzivanéno pripravé-vakciny. Bvlo pouzito
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anthrachinon- /g-sulfonanu sodného a kyselym roztokem chromna-
té soli.

Vakcina byla z biomésy p¥ipravovéna standardniz épﬁsobem,
to je zahf'dtim na 60.°C 1 hodinu; centrifugaci p¥i 1300 g, pro-
mytim vodou a lyofilizaci. Biologické 1iinnost preparétd btyla
stanovovéna testen splenomegaiie hooatom--alie cySi. Skupiny
10 my31 17-20 g byly usmrceny 11 dn{ po i.v., aplikaci 1 =g vak-
ciny v 0,5 m1 fyziologzicksho roztoku. Slezinny resp. jaterni
index byl vypo¥ten nodle vztatru

; lexp
1 =
1kont
kde igxp Je primirny pomsr véhy slezin resp. jater ku véze my-

81 v experimentélni a ixont v kontrolni skupin®, které byl po-
dén pouze fyziologicky roztok.

Lipidové extrakty byly z vakciny ziskévany: a/ tri
extrakcl sm3si chloroform-methanol 2:1 za studena; b/ t¥idenni
extrakcl vroucinm ethanclen v Soxhletovd pfistroji a purifikaci
surového preparétu dalsi extraxci chloroform-methanolem; ¢/ pé-

sz

tinésobnou desetiminutovou evtrakci potroloth rex. /b. v. 30 aZ
50 °C/ za studena. Po odpateni rozpoultid el byly ziskané 13

dy transesterifikovény na methylestery mastnych kyselin metho-
xidem sodnym v methanolu a chlorovodik v methanolu. FPouZivané
rozpoudtddla Cistoty p. a. byla destilovéna ve skle a jejich

Cistota chromatograficky kontrolovéna.

Plynové chromategrafie methylestert byla provédina na pri-
stroji vybavenér plamenov: ionizadnim detektorem, elsktronicxou
regulaci prrtoku plynu a elsktironickyno irtegrétorem. bylo pouZi-
to néplnové kolony 1,5 m X 3 ma se 3 % dimethylpolysiloxanu,
oracujfel o¥i teplot 17C °C 45 =imat a 5 .92 zin™1 a0 23¢ ©C
s pritokem dusixu 12,5 ml min'l, a nf€plnové irolony 3,5 m x 5 mI
s 10 5 ethvlenglyioladipdtu, sracujfci pfi 16C ©2 a pritoka du-
sfiu 20 21 min~t. Slorkv boly identifikovény porovnénia crela-
tivnich vatanc? se standardy a nconcel bootrostnich: spexter.

¥
Plyvnevd chromategrefia s hmotnostnf speltrezetrii bxla peovedd-
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na po d%lenf na néplnové kolonZ s 3,5 % dimethylpolysiloxanu,
pracujici pri 180 °C 13 minut a 5 °C win~t do 220 °C pri vstup-
nim tlaku hélia 0,8 kp em™? a po 0dd3lani nosného plynu dvou-
stupnovym separétorem typu Becker-Ryhage, pfi ioniza&ni energii
75 V., _ '

IKa obr. 1 je uveden typicky chromatogram vakciny s malou
biologickou 1i¥innosti ,/slezinn? index i = 4,84/. Byl iiskén:vj-
ge uvedenou metodikou na kolon2 s dizetnylpolysilozanem, sloZKy
jsou oznaleny symbolicky pedle vzoru podet atomd uhliku : podet
dvojnych vazedb /napf. 16:0 je hexadekanové neboli palmitové ky-
selina/. Ka obr. 2 je typicky chromatogram vakciny s velkou
Wéinnostf /i = §,22/.

Pritomnost ketoskupiny v poleze 1C v kyselin3® 1l0-ketookta-
dekanové /10-0-18/ byla prokézéna ztrétcu nepteni z molekulové-
ho iontu lclaffertyho presmykem /m/z 214/ a pritomnosti komple-
mentérnino iontu C10H200+ /2/z 156/ v jejim hmotnostnim spektru.
l‘o#nost vzniku 10-ketookxtadekanové kyseliny arteficiélni oxida-

’

ci byla vyloulena zpracovénim standardnich sm2si nenasycenych
mastnych kyselin a jejich nmethylesterd stejnym zptisobem jak
takteridlni materidl, jakoZ i p¥itomnosti jen jednoho poloko-
vého isomeru. loZncst zém2ny s ©,l0-=epoxystearovou kyselinou,
xteré je zndmym kontaminantem lipcfilnich materidld /Ulsakér'
G. A., Teisn G., Analyst, 108, 521-524, /1963// a kXierd =& po-
dobné chromatografické vlastnosti, byla vyloudena porovnanim

s hmotnostnim spekti?m standardu pripravenéno epoxidaci methyl-
oledtu chlorperoxybenzoovou kysslinou a dévkovaného primo do
icntového zdroje. Emotnostni spektra cbou t3chto 1dtekx jsou po-
rovnéna na obr. 3. Zastoupeni 1l0-ketocoktadekanové kyssliny

v lipidech vakcin je nejvice 9,7 %.

)}

Linolové xyselina, které je biZnou sloZkou vySEd

J ch orga-
nism’, se v bakterif vyskytuje jen vzécn%® /Fulco &., Frogr. Li-
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Tuberkulostearovéd kyselina byla doposud povaZovéna za cha-
rakteristickou sloZku prisluinik8 ¥4du Actinomycetales /Larsson
L., 1/8rdn P.-A., Odhan G., Westerdahl G., Chromatogr., 1€2,
402-408, 1°80//. V lipidech vakciny PrOplonlbactorlum acnes ne-
pFevySuje jeji zastoupeni 1,2 &.

Stejn3 jako v pripadsd .10-ketooktadekanové kyseliny nedyla

~

doposud u bakterii popséna ~¥{tomriost Poyvatven,ca rastnych al-

b &

kohol.G Ci5 A Cy7. Typ vEtveni Fetdzce se z hmotnostnichk speskter
nepodatilo jednoznadnd urdit, stejn3 jako nebyla jednoznadnd
potvrzena identita sloZek vy88ich neZ Cpg. Sumérni zastoupeni
obou alkoholl nep¥evysuje 7,8 %, pfilemZ preparéty vakciny obsa-

nujici alkoholy neobsahuji 10- xetooktadekanovou Xys elina vibac

J
nebo jen mén3 neZ 0,2 %.

V tzv. pevn3 vézanych lipid ch, uvolnén/ch xyselou hydro-
lyzou 2z vakciny delipidované pieden organlckyml rozpoustddly,
krom%? stopovych mnoZstvi linolové kyseliny nsvysekytuji ani
tuberkulostearové a 10-ketooktadekanové kXyselina, ani rozvéive-

né mestné alxoholy.

Prednmitem objevu je déle zdkonitost, spolivajici v zévis-
losti biologické #&innosti- vakeciny pfipravené z Fropionibacte-
riun acnes na pemdrném zastouppnl strukturnich typl celulérnich
mastnych kyselin v jejica lipidech. Tuto zdvislost je moZno vy-
stihnout vztahem -

= 0,66 « p + 2,24-
Dafinice slezinného indexu i je uvedena vy$e, pom3r p je defi-
novén vztahem 5
% /i1so + anteiso/

p = ;
w D=

kde ¢ /iso + anteiso/ je sumérni relativni zastoupeni rozvitve-
nych a ¢ n- relativni zastoup eni n- kyselin. Koeficienty 0,66

a 2,24 byly stanoveny se s:ér datnymi odchylkami C,16 resp.-
0,84. P¥es vozptyl hodnect slazi
ci trend této zdvislosti spolen
dotnosti 0,C5, tak i C,C &

Je uvedeno na obr. 4, itde evperimentdlni btedy odpovi
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livym SarZim vakeciny, svislé u

selxy udévajl smircdatné odchyl-
ky slezinného indexu i, plnd p¥imka je lineérni regrese zjistd-
nych hodnot a teékované k¥ivky vymezuji obory spolehlivosti pro

o = 0,05 resp. <& = 0,01.

Priéiny rozdilné btiologické 1i¢irnosti a rozdild ve sloZeni

mastnych kys 911r riazaych garzi vakciny kultivevané za stejnych
I

vodrinek nebrly dosud objasndny. Zémina statickénro a michaného

zptsobu lultivace reméd jednoznalny v1iv na viologicky ii¢inek
vakciny, ani na sloZeni jejich mastnjch kyselin; p¥i staticxém

zptsobu kultivacsa doch z1 jen ¥ mirnému zvySeni relativniho

zastoupeni nnnasvcnnj 's2lin. Vlastrosti vakciny jsou v3ak
vyrazn3 ovllvnovany tovou fézi ultury z niZ byla vakcina

p¥ipravena: s dotou kultivace docnézi Xk vyraznému vzestupu bio-
logické 1i€innosti s meximem v oblasti stacionérni féze resp.

z

zalétku féze hynuti. Ila obr. 5 jsou uvedeny zévislosti pH kul-

bl

tury /xPivka 1/, jeji optické hustoty /kvlv&a 2/, slezinného
/&rafované slcupce/ a jaterniko indexu.i /prézdné sloupce/ ua

4

dob2 kultivace. Svislé riselky uddvaji sm3rodatné odchylxy inde-
xu i, interval oznadeny inoc. odpovidéd ristu inokula pred vlast-
ni altivaci. Souhlasny priébih s extrémy pPi stajné dob32 kulti-
vace mwAji i zm3ny v zminy v zastoupeni strukturnich typl mast-
1nycn kyselin. Priiosh tecnto'zm:n Je pro_lipidy ext?ahované etra-
nolem uveden na obr. 6; analogické zwminy byly pczorovény 1 V exX-
traktech chlorcform-methanolovych a petroletherovych. Krfivka 1
na tomto obrézicu odpovidéd zm3ndm v zastoupeni rozvitvenych,
¥rivka 2 n- a k¥ivka 3 nenasvcen&ch kyselin. l0-ketooxtadeka-
nové kyselina /bod 4/ se vyskytuje jen v mélo 1Weinrné vaxcin3d

z Casné féze vistu, jakoZ i ve vakcinédch p3stovanich za pouZi-
ti dusiku nedidt3ného od stop kysliku. Rozv3tvené mastné alko-
holy Cis a C17 Jjsou obsafeny jen ve vakei écn s Vysoxou 1éin-
nost{ z nozdnich Téz{ ristu /kfivka 5/.
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vakciny. 2ji3%t3nd scuvislost tohoto parametru s biolozickou

winnosti dévé predpoxlad praiktickéno pouZiti pi kontrole kva-
lity vakciny metodami chemické analyzy.
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OBR. 4
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OBR. 5
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