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Zpisob ptfipravy imunoenzymatickych slouenin

0
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ldtky, ktery si zachoval schopnost rozpoznat

pfisludny antigen, a enzymu schopného uvol-
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Vyndlez se tykd zplsobu vyroby novych sloulenin, sestdvajicfch z enzymu a protilat-
ky vdzanych na sebe kovalentni vazbou.

Novymi vyrobky, ptfipravenymi zpdsobem podle vyndlezu, jsou tedy sloudeniny, vytvofe-
né spojenim specifického enzymu kovalentni vazbou s protildtkami nebo s fragmenty proti-
14tek namifenymi proti antigenu nesenému cilovymi bunkami.

V'dal3im popisu vyndlezu jsou tyto sloufeniny ozna&ovdny jako slou&eniny imuno-

enzymické.

Imunoenzymické slougeniny jsou uméle vytvofené sm&sné molekuly, v nich? je enzym
vdzan kovalentn{ vazbou na protildtku namifenou proti antigenu nesenému cilovymi bun-

kami.

Pou?ité enzymy jsou zndmymi sloudeninami. PouZitd protildtka md charakter bud poly-
klondlni, jestliZe vznikne obvyklou imunizaci provedenou na zvifeti, nebo monoklondlni,
jestliZe je produkovdna klonem hybridnich bunék vzniklych spojenim lymfocytd s bufikami
myelomu. Tuto protildtku je moZno pouZit bud v podobd celych molekul imunoglobulinu,
majicich schopnost rozpoznat uvaZovany antigen, nebo v podobé jakéhokoliv fragmentu
téchto molekul imunoglobulinu, ktery si zachoval schopnost rozpoznat uvaZovany antigen,
a zejména fragmentd zndmych pod cznatenim F(ab')z, Fab a Fab .

Chemickd vazba mezi protildatkou (nebo fragmentem protildtky) a enzymem miZe by:
uskute&néna teinymi metodami za pfedpokladu, Ze zvolend metoda

zachovd biologickou aktivitu kazdé z obou sloZek vyrdbéné sloucCeniny,
t). protildtky a enzymu,

zajisti uspokojivou reprodukovatelnost postupu a dobry vytézek spojenl,

umozni cvlédai hodnotu pome&ru enzym/protildtka ve vzniklé sloudenina,

poskytne stabilni produkt rozpustny ve vodé.

7 metod, které vyhovuji t&mto podminkdm, je tfeba ddt prednost tém, které vyulZiva-
ji alespon jedné thiolové skupiny k vytvofeni vazby mezi obé&ma uvedenymi biikovinamz.
Tyto thiolové skupiny mohou byt pfirozenou slozkou jedné i druhé bilkoviny, které se
maji spojit, nebo mohou byt uméle zavedeny do jedné €i druhé z téchto bilkovin, kterd

pivodné nemd thiolovou skupinu nebo skupiny.

Md-11i se takto umele zavést jedna nebo nékolik thiolovych skupin do jedné z téchto
bilkovin, lze tak uc€init pdsobenim anhydridu kyseliny S-acetylmerkaptojantarové na tu-
to bilkovinu, kteryZto anhydrid je schopen acylovat aminoskupiny této bilkoviny. Ndsled-
né je pak moZno uvolnit thiolové skupiny odstranénim ochranného acetylového zbytku pd-
sobenim hydroxylaminu, jak je to popsano v pojedndni uvefejn&ném v Zasopisu Archives
of Biochemistry and Biophysics, 119, str. 41 az 49, 1967. Nadbytek reakinich sloZek a
reakéni produkty o nizké molekulové hmotnosti je moZno odstranit dialyzou. Pro zave-
deni thiolovych skupin do jedné z bilkovin, jeZ se maji spolu spojit, je moino pou?i{

i jinych metod popsanych v literatufe.

Ptedmétem vyndlezu je tedy zpGsob pripravy imunocenzymatickych sloufenin z proti-
1dtky nebo fragmentu protildtky, ktery se zachoval schopnost rozpoznat pfislusny anti-
gen, a enzymu schopného uvoliovat amoniové ionty z pfirodnich substrdtd dobfe sndse-
nych organismy Zivofichd, kteryZto zpdsob spo¢ivd v tom, Ze se pfi teploté niZsi nei
30 OC a pfi pH 5 az 9 nechéd ve vodném prostifedi za vzniku kovalentni vazby reagovat
bilkovina obsahujici thiolovou skupinu obecného vzorce

ve kterém
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P1 znamend vyse uvedenou protildtku &i jeji fragment nebo vy3e definavany
enzym,

s jinou bilkovinou P
protildtku &i jej{ fragment,

2 kde PZ znamend vyse definovany enzym nebo vyde uvedenou

do kteréito bflkoviny P2 byla zavedena skupina obecného vzorce

-5-5-x ,

ve kterém

X znamend aktivadni zbytek,

nebo skupina obecného vzorce 0

-NH - CO - Z - N ,

ve Kterém

Z znamend oddé&lovaci skupinu, )
ob® schopné reagovat s thiolovou skupinou bilkoviny Pl'

1) Pripad disulfidické vazby
PEipravu sloufeniny podle vyndlezu je tedy moino zndzornit timto schématem:

Py = SH 4+ Pyo§-5-X —---o--o- » P, -5-5-p

) + XSH

kde
-5-5-X znamend aktivované smiZené disulfidické seskupenl, v némZ X
znati aktivaéni zbytek.
Bilkovina PZ substituovand aktivovanym atomem siry se ptipravi ze samotné bilkovi-
ny P2 substituci pomoci reakéniho €inidla obsahujiciho aktivovany atom siry podle reak-
¢niho schematu

P 4 Y-R-§-5-X  -=mc-c--o- > P, -R-5-S-X

kde

P2 znamend bilkovinu, kterd se md substituovat,

Y znamend skupinu umoihujfci kovalentn{ pfipojeni reak&niho ¢inidla k bilkovine,

R znamend skupinu, na niZ mohou byt soutasné vdzdny substituenty Y a -5-5-X, a

X znamena dktivaéni zbytek.

Skupinou Y je skupina, schopnd se vdzat kovalentni vazbou na kteroukoliv ze sku-
pin vdzanych v boénich fetézcich aminokyselin tvoficich bilkovinu, kterd se md substituo-
vat. Z téchto skupin {0 jsou zejména koncové aminoskupiny lysylovych zbytkd cbsaZenych

v uvedené¢ bilkoving. v tomto pfipadé miZe Y znamenat zejména
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karboxylovou skupinu, kterd se miie vizat na aminoskupiny bilkoviny v pritomnosti
&inidla podporujiciho navdzdn{, jako je napPfiklad néktery karbodiimid, zejména derividt,
rozpustny ve vod&, napfiklad l-ethyl-3-(3-diethylaminopropyl)-karbodiimid,

chlorid karboxylové kyseliny, ktery je schopen reagovat pfimo s aminoskupinami,
¢imZ je acyluje, '

"aktivovany" aster, jako je napfiklad ortho nebo para, nitro- nebo dinitro-fenyl-
ester.nebo ester N-hydroxysukcinimidu, ktery reaguje ptfimo s aminoskupinami, &imZ je

acyluje,

vniténi anhydrid dikarboxylové kyseliny, jako je napfiklad anhydrid kyseliny janta-
rové, ktery cteaguje spontdnné& s aminoskupinami, ¢im2 vytvda®i amidové vazby, nebo

/Né
C

oR

imidoesterovou skupinu -

1
kde R1 znamend alkylovou skupinu reagujici.-s aminoskupinami bilkoviny podle reakg-

niho schematu

NH
Il
Prot-NH2 + : C-R = Prot~NH—C—R2 + R, OH

Zbytek -5-5-X znamend aktivovany smiSeny disulfid, schopny reagovat s volnou thio-
lovou skupinou. V tomto smi3eném disulfidu miZe X znamenat zejména 2-pyridylovou nebo
4-pyridylovou skupinu, poptipadé& substituovanou alespoit jednu alkylovou nebo karboxylo-
vou skupinou nebo alespoft jednim halogenem. X miZe téZ znamenat'fenylovog skupinu, s
vyhodou substituovanou alespot jednou nitroskupinou nebo karboxylovou skupinou. Déle
mGze X té? znamenat alkoxykarbonylovou skupinu, napfiklad methoxykarbonylovou skupinu.

Symbol R znamend jakykoliv zbytek schopny se soulasn& vdzat na skupiny Y a3 -5-5-X.
Mél by byt zvolen tak, aby neobsahoval skupiny, které by mohly pasobit rudive na pro-
b&h pozdéjdich reakci s pouZitymi reakénimi €inidly a na 'synthetizované produkty. Sym-

bol R m&Ze znamenat zejména skupinu -(CHz)n, kde g Znaéi 1 aZ 1D, nebo skupinu

RB —?H-
CH- ,
&d
kde
RA znamend vodik nebo alkylovou skupinu s 1 ad 8 atomy uhliku a
R3 znamend substituent, inertni v0&i pozdéji pouzitym reakénim €inidlim, jako je

4]
karbamdtovy zbytek —NH—E-ORS. kde RS znamend alkylovou skupinu s 1 az
5 atomy uhliku v pfimém nebo rozvétveném fetézci, zejména terc. butylo-
vou skupinu.
Reakce sloudeniny Y-R-5-5-X s bilkovinou P2 se provaddi v homogenni kapalné fdzi,
nejlast&ji ve vod2 nebo v pufrovaném roztoku. Jestlile to vyZaduje rozpustnost reake-
nich slo’ek, je mozno pfidat do reakéniho prostfedi organické, s vodou se misici rozpou-
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%tsdlo, jako je napfiklad alkohol a zejména terc. butanol, v objemovém mnoistvi az 20 %.

Reakce se provdd{ pti teploté mistnosti po dobu aZ 24 hodin. Po skonfeni reakce je
mo3no dialyzou odstranit produkty o nizké molekulové hmotnosti a zejména nadbytek reaké-
nich slo2ek. Tento postup umoifuje zavést, vztaZeno na 1 mol bilkoviny, zpravidla 1 a?
15 substitujujicich skupin.

Za pou2it{ takovychto sloulenin se spojeni s bilkoyinou Pl provddl zahfivdnim obou
bilkovin ve vodném roztoku pti teplotd nepfevydujic{ 30 oc po dobu kolisajic{ od né-
kolika hodin do 1 dne. Vznikly vodny roztok se dialyzuje k odstran&ni produktd o nizke
molekulove hmotnosti, nate? se vznikld sloucCenina mize pltefistit rdznymi zndmymi postu-
py.

2) Ptipad thioetheraové vazby

Pfiprava sloueniny podle vyndlezu spotivd v tomto piipadé v tom, Ze se nechd
reagovat sloulenina PI-SH s bilkovinou PZ’ do niZz byl predem zaveden maleinimidovy zby-
tek.

Reakci lze tedy zndzornit schematem
0

~ SH + - NH -CO - Z - N e

0
-NH - €0 - Z - N

8]

kde

7 znamend odd&lovaci alifaticky nebo aromaticky zbytek s 1 a2 10 atomy uhliku.

Bilkovina P2 substituovand maleinimidovym zvytkem se pliipravi ze samostné bilko-
viny P2 substituovanim jejich aminoskupin &inidle obsahujicim maleinimidovy zbytek
pocle schematu

P, - NH, + Y, - Z-N Py - NH -CO - Z -N ,

.

kde

znamend bud karboxylovou skupinu, v kterémito pfipad® se reakce provddi po akti-
vaci karboxylové skupiny v pfitomnasti kondenza&niho £inidla, jako
je naptiklad karbodiimid, zejména sloutenina rozpustnd ve vodé,
jako je l-ethyl-3-(3-diethylaminopropyl)-karbodiimid,

nebo  "aktivovany" ester, jako je ortho- nebo paranitro- nebo dinifro-
fenylster, nebo etser M-hydroxysukcinimidu, ktery reaguje pfimo s
aminoskupinami, &imz je acyluje.
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Pfiprava takovychto reakéniéh ¢inidel je popsdna zejména v Casop;su Helvetié Acta
Chimica, 58, str. 531 a% 581, (1975). Jind reakini Zinidla téze tfidy jsou komerina
dostupni. .

Reakce slouceniny Yy - Z - N s bilkovinou P2 se provddi v homogen-

0

ni kapalné fdzi, nejtast&ji ve vod& nebo v pufrovaném roztoku. Jestlize to vyZaduje roz-
pustnost reak&nich slolek, je moZno k reak&nfmu prostfed{ pfidat az 20 % objemu organic-
kého rozpoudtddla misfcfho se s vodou, jako je néktery alkohol, zejména terc. butanol.

Reakce se provddi pti teplot® mistnosti po dobu, kolisajic{ od n&kolika do 24 hodin.
Pak je mo2no pomoci dialyzy odstranit produkty o nizké molekulové hmotnosti a, zejména,
nadbytek reak&nich sloZek. Tento postup umoZfiuje zavést 1 aZ 15 substituujicich skupin,
vztazeno na 1 mol bilkoviny.

PouZitim vy3e uvedenych sloufenin se spojeni s bilkovinou Pl dosdhne uvedenim obou
bilkovin ve styk ve vodném roztoku pfi teplot® neplesahujici 30 0C, kterd2to reakce
probfhd po dobu od nékolika do 24 hodin. Vznikly roztok se dialyzuje k odstranéni produk-
td o nizké molekulové hmotnosti, nate? se ziskéné slouéenina miZe pfecistit rdznymi znd-

mymi postupy.

Tyto imunoenzymické slouteniny je moZno piipravit z jakéhokoliv enzymu. AvSak vzhledem
k jejich therapeutickému pouZiti, o kterém bude pojedndno v daldim, jsou vyhodnymi enzymy
ty, které jsou schopny uvoldovat amonné ionty z pfirodnich substrdtd, dobfe sndsenych or-

ganismy vy33ich Zivo&ichl.

Podle mezindrodniho tfidéni, jak bylo uvedeno napfikiad v piiruéce od M. Florkina
a E.H. Stortze "Comprehensive Biochemistry, sv. 13, 3. vyddni (1973), (Elsevier), jsou
enzymy, therapeuticky pouZitelné pti zplsobu podle vyndlezu, obsaZeny hlavne

ve skuping 1 (oxydoreduktdzy) a zejména v podskupiné 1-4, zahrnujic{ dehydro-
gendzy aminckyselin a aminoxydazy,

ve skuping 3 (hydroldzy) a zejména v podskuping 3-5, zahrnujici enzymy hydro-
lyzhjici amidy, amidiny a jiné vazby C-N (s vyjimkou peptidickych vazeb), a

ve skuping 4 (lydzy) a zejména v podskupindch 4-2 a 4-3, zahrnujicich enzymy
katalyzujici odbourdvaci reakce za vzniku nenasycenych sloutenin.

NiZe je uveden vycet vyhodnych enzyml pro ptipravue imuncenzymatickych slougenin
zpUscbem podle vyndlezu. Je rovné} uvedeno oznaleni téchto enzymd podle mezindrodniho

nazvoslovi.

1-4-1-1 : alanindehydrogendza _
1-4-1-3 : glutamdtdehydrogendza NAD .
1-4-1-5 : dehydrogendza L-aminokyselin
1-4-3-2 : oxyddza L-aminokyselin

3-5-1-1 : asparagindza

3-5-1-2 : glatamindza

3-5-1-4 : amiddza

3-5-1-5 : uredza

3-5-3-6 : arhinindesiminéza
3-5-4-4 : adenosindesamindza
3-5-4-6 : adenosinmonofosfdtdesamindza

3-5-4-21 : kreatinindesamindza
4.2-1-13 : L-serindehydratéza
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16 : L-theonindehydratdza

1 : aspartat-amonia-lydza (&i aspartdza)
-3 : histidin-amonia-lydza (&i histiddza)
5 fenylalanin-amonia-lydza,

Vyndlez se rovné? tykd pou2it{ imunoenzymatickych sloufenin vyrobenych zpdsocbem po-
dle vyndlezu, v humdnni medicing.

Je popsédna ptiprava protirakovinovych slouéenin vyrobenych spojenim feté&zce A ricinu
kovalentn{ vazbou s protildtkami nebo rrag@enty protildtek namifenymi proti antigenu ne-
senému budkou, je? se md rozru3dit. Sloucfeniny tohoto typu jsou v daldim oznalovény gene-
rickym ndzvem imunotoxiny.

Je rovn&: popsédna schopnost amonnych iontd (v podob& jakychkoliv jejich solf, zej-
ména chloridu) zesilovat GZinnym zpGsobem cytotoxixky utinek téchto imunotoxint.

Schopnost amonnych iontl zesilovat selektivni cytotoxickou uU&innost imunotoxind sky-
td cetné vyhody v situacich dvou typd:

a) kdyZ se imunotoxin pouZije in vitro jakoZto selektivni cytotoxické &inidlo k rozruseni
cilovych bunék :

Pti therapeutickém pouZiti k'tomu dochdzi zejména tehdy, kdyZ se imunotoxin pouiije
jakoZto cytotoxické ¢inidlo pro o3¢tfeni kostni dfené pacientl trpicich leukémii, jim2 se
pak takto o3etfend kostni dfen transplantuje.

b) kdy? se imunotoxin pBuzije in vitro na &lovéku jJako2to therapeutické ¢inidlo pokazdé,
kdy? je moZno pacientovi pted, sou&asné nebo ndsledné po aplikaci imunotoxinu podat
amonnou s0l zajidtujici potencializaci G&inku imunotoxinu, jak 3je to popsdno ve vyde
zmin&né patentové ptihldsce. '

Pfesto v3ak v tomto posledn® uvedeném piipadu pou?iti imunotoxinu in vivo mé pouii-
ti amonné soli in vivo za u&elem vyuZit{ jejiho potencializaéniho Géinku uréité hranice,
vyplyvajici z vlastni toxicity amonnych iontd a z okolnosti, Ze je znaéné obtiZné trvale
udr?ovat dostadujici koncentraci amonnych iontd v biologickych tekutindch nemocného.

Dalsl vyzkumy umoZnily velmi znadtn& sniZit uvedené omezeni vyuliti amonnych iontd
za soulasnsého zachovdni vyhod, spolivajicich v potencializaci cytotoxické G¢innosti a
v urychleni kinetiky d&inku imunotoxint t&mitoc ionty. 7 té&chto vyzkumd vyplynulo, e po-
tencializaéniho a urychlujiciho GZinku, dosaleného pfiddnim amonné soli vhodné koncentra-
ce k imunotoxindm, je rovnd: mo2no dosdhnout, jestliZe jsou amonné ionty uvoliovdny v bez-
prostfednim okoli cilovych bun&k enzymatickou reakci z netoxického substrdtu, bud priro-
zené ptitomného nebo umdle zavedeného do bezprostfedniho okoli téchto bunék.

Tyto vyzkumy déle ukdzaly, Ze se tohoto vysledku dosdhne obzvld3té& uCinnym zpdsobem,
kdy? je enzym, ktery katalyzuje reakci uvolfujici amonné ionty, vdzdn na protilétku (nebo
fragment protildtky) majici schopnost rozpoznat antigen pfitomny na povrchu cilovych
bungék.

3

Tento postup md tetné velmi dilezité vyhody, z nichZ lze uvést zejména:

a) Pouzity enzym se takto koncentruje na bun&&né sténé& cilovych bunék nésledkem afinity
protildtky (nebo fragmentu protildtky) k antigenu ptitomnému na této bung&né sténé.
Proto bude uvolfiovdni iontd NHA* jako2to produktu enzymatické reakce probihat pouze
v bezprostlednim okol{ bund&né stény cilovych bunek, co? zmenduje nebezpeci vyplyva-
jici z obecné toxicity amonnych iontd a zdroven to usnadfiuje pisobeni téchto iontd na
cilovou bunku, jeho? je zapottebi, aby se dosdhlo potencializace.



Cs 268656 B2 7

b) Vzhledem k tomu,. e enzymatickd reakce produkujic{ ionty NH" probihd neptfetr2ité:
po celou dobu, po kterou je pf{tomen substrdt, a protoZe se tento substrdt voli tak,
aby byl netoxicky, umoliuje tento postup velkou prulnost vyuZivdni mechanismu poten-
cializace.

JestliZe toti? je substrit endogenn{ a mid dostatefnou koncentraci, je moZno imuno-

enzymatickou potencializujic{ slouteninu aplikovat pied nebo soufasné nebo po podéni
imunotoxinu, podle optimdlnf potfeby v tom kterém pFipadé.

JestliZe se ddle enzym zvolil tak, Ze jeho substrdt nenf v krvi a mimobun&&nych
“tekutindch pacienta pritomen v dostate&nd vysoké koncentraci a mus{ se proto pacien-
tovi rovn#% podévat, projevi se maximidlni pruZnost vyuZfvdn{ tohoto 1léku v tom, 2e je
mo2no libovolnd a nezdvisle volit okam2ik aplikace, dobu trvani aplikace a ddvku kaZdé
ze ti{ aplikovanych sloZek, tj. imunotoxinu, imunoenzymatické slouleniny a substrétu,
podle optimilni potfeby pii léZeni toho kterého pacienta.

c) Za vy3e uvedenych podminek se budou selektivné aplikovat proti cilovym bufikdm ales-
poft dvé z GEinnych litek nezbytnych k dosaZeni poladovaného GZinku:

jednak fetizec A ricinu, ktery je cytotoxickym faktorem ve sloulening oznalo-
vané jako imunotoxin;- )

jednak enzym, ktery jé podstatnou slozkou potencializaéni soustavy obsaiené
v imunoenzymatické slouleniné.

Tyto G&inné 1atky jsou ve viech piipadech vdzdny, se zfetelem k jejich zaméfeni a
selektivni fixaci na cilovych bufkdch, na protildtky (nebo fragmenty protildtek) roz-
poznivajici antigeny pfitomné na povrchu cflovych bunék. JestliZe je k dispozici pro-
tildtka rozpozndvajici antigen pfisnd specificky pro bunélnou populaci, jeZ se md
rozrusit, je moZno pou2it tuto protildtku ve spojeni s ridznymi Géinnymi faktory.

V nejobecn&jsim pfipadé je v3ak snaha volit o0dli3né protilatky rozpozndvajici razné
antigeny nesené viak spole&n& cilovymi bufikami. Takie, i kdyZ Z4dny z téchto anti-

gen neni pfisné specificky pro cilové bufiky, je pravdépodobnost, Ze oba uvaZované

antigeny budou spole&nd pfitomny na necilovych buikdch, velmi nepatrnd a3 je tudiZ

k dispozici mimofddné Giinny prostfedek, jimi lze je3té vice zvy3it specificky cha-
rakter cytotoxicity imunotoxinG.

Dile uvedené pfiklady vyndlez blile objasiuji, aniZ by omezovaly jeho rozsah.
Priklad 1

Imunoenzymatickd slougenina, pFipravens reakci anti-dinitrofenylové protilédtky,
substituované aktivovanou disulfidickou skupinou, s uredzou rostlinného pdvodu
a) Anti-dinitrofenylovd (anti-DNP) protildtkas

Tato protildtka je monoklondlni protildtkou, kterd byla pretisténa obvyklym po-
stupem z tekutiny v brisdni dutiné my3i kmene Balb/C, jimZ byl transplantovén hybri-
© dom F9.

Tento hybridom se pEipravi spojenim slezinnych bungk my$i kmene 8alb/C imunizovanych

pomoci hovézino ;r—globulinu, do néhoz bylo pfedem zavedeno, vztaZeno na 1 mol, 20 di-
nitrofenylovych zbytkt, s dcefinymi buitkami myelomu murin NS 1, nate? se izoluje znd-
mym postupem. Vzniklou protildtkou je imunoglobulin tfidy 6 a isotypu 2b, jehoZ konstan-
ta afinity (zméfend pro ligand £ -dinitrofenyllysin)® je 1,8 . 10 ML,

b) Aktivovand anti-dinitrofenylovd protildtka

Tato ldtka se pfipravi z vy3e zminéné protildtky vy3e uvedenym postupem. Tim se
ziska 20 mg anti-dinitrofenylové protildtky, majici 1,2 aktivaéni skupiny, vztazeno na

1 mol.

¥
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¢c) Uredza

Enzymem pou2itym v tomto pffkladu je ureiza plvodu SIGMA* (typ VII, oznadeni U 0376)
0 titru 170 jednotek v 1 mg. Jednou jeunotkou je takové mnoistvi enzymu, které pfi teploté
20 °c a pH 7,0 uvoln{ z moZoviny 1 mikromol iontd NHA' za minutu.

Tento enzym obsahuje v 1 molekule o molekulové hmotnosti 480 000 27 thiolovygh sku-
pin. Tyto thiolové skupiny, titrovatelné Ellmanovou metodou, nejsou viechny nutné pro
enzymatickou aktivitu. NEkolik jich miie proto sloulit k zajistén{ spojeni s aktivovanou
protildtkou,

d) Spojeni protildtky s enzymem

5 mg uredzy se rozpust{ v 0,625 ml roztoku aktivované protildtky o koncentraci
7,2 mg/ml, pufrovaného 0,125 M fosforednanu, o pH 7,0, obsahujiciho tedy 4,5 mg akti-
vované protildtky, a smé&s se ponechd v inkubdtoru pfi teploté 25 °C 14 hodin.

Pak se reak&ni smés chromatografuje na sloupci gelu Sepharose 6 B (Pharmacia), ekvi-
librovaného s pufrem PBS (10mM fosfore&nanu, 140 mM chloridu sodného, pH 7,4). Po eluci
ndsleduje méfen{ optické hustoty pti 280 nm a mé&feni uredzové aktivity Summerovou me-
todou (viz S5.8. Colowick a N.O. Kaplan, Methods in Enzymolegy, sv. II, str. 378, vyd.
Academic Press, 1955). )

Frakce obsahujici nejsilnd3is{ uredzové aktivity se sdruii a tim se ziskd 8 m)} roz-
toku slouleniny podle vyndlezu obsahujfciho v } ml 6,5 jednotky. Jestlile se alikvotni{
podil tohoto roztoku absorbuje na sloupci sé;a hovéziho albuminu substituovaného %esti
dinitrofenylovymi zbytky, vztaZeno na 1 mol, a insolubilizovaného na matrici gelu Sepha-~
rose 4 B pfedem aktivovaného bromkyanem, zjisti se, Ze uredzovd aktivita zustdvd zcela
absorbovdna na sloupci. Toto soufasné& dokazuje, Ze protildtka, pritomnd ve sloudening
pcdle vyndlezu, si zachovala svou schopnost rozpoznat dinitrofenylhapten a Ze uredza je
‘nile?itd vdzdna na tuto protilstku.

PFiklad 2
Potencializace uCinku imunotoxinu anti Té5

Sloutenina podle vyndlezu, ptipravend jak popsédno v plfedchozim ptikladu, se podro-
bi zkoudkdm ke zjistén{ jejich biologickych viastnosti, zejména jeji schopnosti poten-
cializavat G&innost imunotoxinu anti T65 v pFisludném buné&&ném modelu.

Tento model 3e tvolen bufikami CEM nddorového bujenf lidské mizn{ tkdné, kteréd od
ptirody obsahuji antigen T65. Tento antigen, proti nému? je namifen pouiity imunatoxin,
tvofi prvni cilovy antigen modelu. Krom& toho je moZno tyto bufky ozna&it pomoci trinmi-
trofenylhaptenu (TNP). Tento hapten je velmi dobfe rozpoznivdn anti-dinitrofenylovou pro-
tildtkou, obsalenou ve zkousené imunoenzymatické sloudeniné a tvof{ proto druhy cilovy
antigen modelu. Bylo zjisténo, Ze znafeni bun&k trinitrofenylhaptenem neméni Zzivotaschop-
nost bunék a neplsobf rudivé na fixaci imunotoxinu anti T65 na téchto bunkich.

PonévadZ zdkledni vlastnosti imunotoxind je schopnost inhibovat syntézu bilkovin v
cilaovych budkich, spo&ivd pou?ity test v tom, e se stanovi Gginek zkoumanych ldtek na
inkorporaci 140—1eucinu do kultury rakovinnych bunék.

Toto stanoveni se provddi postupem, vzniklym Upravou postupu popsaného v fasopise
Journal of Biological Chemistry, 1974, 249 (11), str. 3557 aZ 3562, pti ném: se poulivd
ozna&eného 1ac-leucinu pro ur&eni stupn& syntézy bilkavin. Stanoveni mnoZstvi inkorpo-
rované radioaktivity se zde provddi na celych bufikdch izolovanych filtraci.
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Na zdkladé tEchto stanoveni je moZno narysovat kfivky znizordujic{ zdvislost ve-
likosti G¢inku na ddvce; na tomto diagramu je na ose uselek vynesena molérni koncentra-
ce fetézce A zkoumanych ldtek a na ose pofadnic mnolstvi inkorporovaného lac-leucinu,
vyjddiens v procentech mno2stvi inkorperovanéhoe kontrolnimi bufikami v nepritomnosti ja-
kékoliv l1dtky ovliviiuijfic{ syntézu bilkovin,

Takto je moZno u kaZdé zkoumané 13tky stanovit koncentraci, kterd inhibuje z 50 &%
inkorporaci lAC—leucinu, €i1i "inhibi&n{ koncentraci 50" (CI 50).

Vyse zmindné zkoudky se providé&jif ni{le popsanymi postupy. Vysledky, ziskané pti
t&chto zkoulkach, jsou zndzorné&ny na obr. 1.

a) Buitky CEM se inkubujf 18 hodin pifi teplote 37 oC v pritomnosti zndmych koncen-
trac{ ricinu nebo izolovanédho Ffet&zce A, pou2itych jako referenini ldtky, nade? se do
téchto bundk inkorporuje radioaktivni znatkovaci ldtka, Zji3téné hodnoty CI 50 &ini
2.10712 M.y ricinu a 4,5 . 1078M u ret&zce A. Bylo zjisténo, Ze se tyto hodnoty nelisi
od hodnot, které se ziskaji u bunék CEM znagenych trinitrofenylhaptenem (kfivka 1, ricin
na bufikdch CEM - a kifivka 2, teté&zec A ficinu na bufkich CEM).

b) Bufiky CEM znaZené trinitrofenylhaptenem se inkubuji 18 hodin pFi teploté 37 °C
v pfitomnosti imunotoxinu o anti-DNP specifig&nosti, nafeZ se do nich inkorporuje radio-
aktivni znatkovaci 1dtka. Tvar ziskané kFivky cytotoxicity a hodnota CI 50 (1,5 . 10’9M)
ukazuji, Ze tyto buiiky jsou normdlné citlivé na cytotoxicky ulinek anti-ONP imunotoxinu,
z teho? vyplyvd, Ze zna&eni tdchto bunék pomoci trinitrofenylhaptenu je provedeno spriv-
né (ktivka 3).

¢) Bunky CEM znatené pomoci trinitrofenylhaptenu se nejprve inkubuji 1 hodinu pii
teploté 4 o v ptitomnosti nevdzané uredzy o koncetraci & j./ml, nate? se promyji a in-
kubuji 18 hodin pfi teploté 37 % v ptitomnosti imunotoxinu anti 765> a 5 mM mo&oviny;
pak se jim inkorporuje radioaktivni znadkovaci jehla. Namé&fend hodnota CI 50 ¢&ini
5.10'9 M. Tato hodnota se neli3i{ od hodnoty, kterd se zjisti za tychz podminek pfi po-
uziti bunék CEM, neznalenych pomoci trinitrefenylhaptenu, bez zpracovdni uredzou a v ne-
pfitomnosti moloviny v inkubaénim prostifedi po vymyti uredzy. Tato zkou3ka ukazuje,
2e inkubace v pfitomnosti nevdzané uredzy nemd 23 ndsledek spojeni uredzy s bunkami
a proto nedochdzi k 24dné potencializaci G&¢inku imunotoxinu anti T65 (kfivka 4).

d) Buiky CEM, znalené trinitrofenylhaptenem, se nejprve inkubuji 1 hodinu pfi te-
ploté & o v ptitomnosti vy3e popsané imunoenzymatické slouteniny, poulité v koncentra-
ci 6,5 j./ml. Bylo ostatné ovéteno, Ze tato sloulenina, pouiitd za téchto podminek,
Bevykazuje 24dnou ‘'vlastni cytotoxicitu vO&i uvalovanym buitkdm. Tyto buiky se pak promy-
3i % odstranéni prfipadn& zbylého mnoistvi sloufeniny, které nebylo na budkich fixovéno,
nate}? se inkubuji 18 hodin pfi teploté 37 %% v pfitomnosti imunotoxinu anti T65 a 5 mM
mcfoviny. Nakonec se témto bufitkdm inkorporuje radioaktivnl znalkovaci ldtka. Zjistena
hocnota CI 50 je 3,5.10713 M (kfivka 5).

Tento vysledek ukazuje, Ze potencializa&ni Gfinek imunoenzymatické sloueniny
zvysuje pfibliZné 14 000 krit cytotoxickou udinnost imunotoxinu vG&i cilovym burikdm.
Z vysledkd této zkou3ky vyplyvd, Ze potencializaZni udtinek predpoklddd fixaci imuno-
enzymatické slouteniny na antigen podle jejf imunologické specifidnosti. Tato fixace
vzdoruje promyvdni bunék a popechdvd na jejich povrchu enzymaticky aktivni uredzu, ktersd
uyvolfiuje ionty NH; 2 mo&oviny, pfitomné v inkudbaénim prostfedi s imunotoxiqem, coZ vyvo-
14vd zndmy potencializacni GE&inek iontd NH‘*. QosaZeny potencializaini udcinek je zcela
analogicky G&inek, kterého - jak bylo ukdzéno - se dosdhne priddnim 10 mM chloridu
amonného do inkubaéniho prostfedi.
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Tak Jako v pripadé umdlého pridavku chloridu amonného se tento potencidlni G&inek
neprojevi ani u ricinu, ani u ret&zce A ricinu, ani u imunotoxinu nespecifického pro uva-
Zované buliky.

V podminkdch tohoto ptikladu je cytotoxickd d&innost imunotoxinu anti T45 v pfitom-
nosti pou2ité imunoenzymatické slouleniny pribli2n& 130 DDD-nisobkem U&innosti tetdzce
A ricinu a pted®{ dtinnost ricinu ptiblizn& 1llkrat.

Priklad 3

Imunoenzymatickd sloufenina ziskand reakci anti-dinitrofenylové protildtky, sub-
stituované maleinimidovou skupinou, s uredzou rostlinného plivodu '

a) Anti-dinitrofenylovd protildtka

Tato protildtka je monoklondlni protildtkou, kterd byla ziskdna ptelist&nim obvyk-
lym postupem z tekutin z b#isni dutiny my3i kmene Balb/C, jimZ byl transplantovén hy-
bridom F9.

Tento hybridom se pfipravi spojenim slezinnych bunék my3{ kmene Balb/C imunizova-
nych pomoci hovéziho  -globulinu, do néhoZ bylo pfedem zavedeno, vztaZeno na 1l mol,
20 dinitrofenylovych zbytkd, s dcefinnymi bufikami myelomu murin NS 1, nateZ se hybri-
dom izoluje znémym postupem. Vzniklou protildtkou je imunoglobulin ttidy G a isoty-
puBZ,b, jeho? konstanta afinity (stanovend pro ligand -dinitrofenyllysin) je 1,8
10° M

b) Aktivovand anti-dinitrofenylovd protildtka

K 2,5 ml anti-dinitrofenylové protildtky o koncentraci 9,7 mg/ml v roztoku o ph 7,0
pufrovaném 125 mM fosfore&nanu, se ptidd 10 ul dimethylformamidu, obsahujiciho 0,4 mg
esteru N-hydroxysukcinimidu kyseliny m-maleinoimidobenzoové. Smés se inkubuje 1/2 hodiny
pti teploté 25 ®Cc. Roztok se pak vnese na sloupec 10 ml Sephadexu 6 25 ekvilibrovaného
s pufrovanym roztokem o pH 7,0, obsahujicim 125 mM fosforeénanu. Po eluci ndsleduje mé-
fenf optické hustoty pti 280 nm. Zachyt{ se 2,5 ml z mnoZstvi pro3lého sloupcem. Stano-
veni stupné substituce se provddi naalikvotnim pod{lu reakeci s nadbytkem 14C-cysteinu.

Tim se z{skd roztok protildtky o koncentraci 8 mg v 1 ml, se stupném substituce
3,5 maleinimidovych skupin, vztaZeno na 1 mol protildtky.

c) Uresza

Pou2itym enzymem je uredza pGvodu SIGMA (typ VII, oznateni U 0376) o titru 170 jed-
notek v 1 mg. Jednou jednotkou je takové mnolstvi enzymu, kterym se pti teploté 20 o
a pH 7,0 uvelni z modoviny 1 mikromol iontd NHa’ 2za minutu.

Tento enzym obéahuje v 1 molekule o molekulové hmotnosti 480 DOO 27 thiolovych sku-
pin. Tyto thiolové skupiny, titrovatelné Ellmanovou metodou, nejsou vechny nutné pro
enzymatickou aktivitu; n&kolik jich miZe proto sloulit k zajisténi spojeni s aktivova-
nou protildtkou,
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d) Spojeni protildtky s enzymem

Bezprostiednd po odstrangni soli na gelu Sephadex 6 25 se 2,4 ml roztoku aktivova-
né protildtky smisi se 2,0 ml roztoku uredzy o koncentraci 24 mg/ml a pH 7,0, pufrova-
ném 125 mM fosfore&fanu. Smds se inkubuje 1 hodinu pti teplotd 25 o°C a po odstfedéni sé
vnese na sloupec 850 m) gelu Sephadex 6 200, ekvilibrovaného s pufrem PBS. Po eluci ni-
sieduje méfen{ optické hustoty pti 280 nm a stanoven{ uredzové aktivity Summerovou me-
todou.- i

Frakce obsahujici nejsiln&js{ uredzové aktivity se sdruif, &imZ se ziskd 14 ml
roztoku slouleniny podle vyndlezu, absahujicfho v 1 ml 102 jednotky.

JestliZe se alikvotnf{ pod{il tohoto roztoku chromatografuje na sloupci gelu Pro-
tein A-Sepharosa, 2jisti se, Ze se na sloupci nezadr3i 30 % uredzové aktivity. Zbytek
uredzové aktivity se aluuje soufasnd s protildtkou pufrovanym roztokem o pH 3,5. Kon-
trolni zkou3kou se zjisti, Ze uredza navdzand na protildtku nen{ sloupcem gelu vibec
zachycena. To dokazuje, Ze 70 % uredzové aktivity spojenych frakci patfi slougenineg
protilatky s uredzou. U dale popsanych zkouZek neni roztok zbaven volné zneidfujici
uredzy, kterd je za poulitych podminek bez déinku, jak je to pepsdno v ndsledujicim
pfikladu. :

Priklad 4

Potercidlni imunotoxinu anti 765 imunoenzymatickou slouCeninou z pifkladu 3

Sloufenina podle vyndlezu, pEipravena postupem popsanym v pfikladu 3,se podrobi
zkoudkadm pro zjisténi jejich biologickych vlastnosti, zejména jeji schopnosti poten-
cializovat G&innost imunotoxinu anti T65 na vhodném bunéiném modelu.

Tento model je tvofen dcefinnymi buitkami CEM nddorovém bujeni lidské mizni tkdéne,
xteré od pfirody obsahuji antigen T65. Tento antigen, proti mémuZ je namifen pouZity
imunotoxin, tvofi prvni cilovy antigen modelu. Nadto je mozno tyto budky oznaCit pomoci
trinitrofenylhaptenu. Tento haptén je velmi dobfe rozpozndvdn anti-dinitrofenylovou
protildtkou obsafenou v testované imunoenzymatické slou&ening a tvofi proto druhy ci-
lovy antigen modelu. Bylo zjisténo, 2e znateni bunék trinitrofenylhaptenem neméni
?ivotaschopnost bungk a neplsobi rudivé na fixaci imunotoxinu anti 765 na téchto bun-
kdch.

Ponévad? z4kladni vlastnosti imunotoxind je schopnost inhibovat syntézu bilkovin
v cilovych bufikich, spotivd pouiity test v tom, Ze se stanovi G€inek testovanych 13-
tek na inkorporovdni C-leucinu do kultury rakovinnych bunék.

Toto stanoveni se prov3di postupem, vzniklym dpravou postupu popsaného v Casopisu
Journal of Biological Chemistry, 1974, 249 (11), str. 3557 aZz 3562, pti némZ se po-
uzivd zhaéeného la[:-leuc:irm pro ﬁréeni stupné syntézy bilkovin. Stanoveni mnoZstvi
inkorporované radioaktivity se zde provddi na celych buifikdch izolovanych filtraci.

Na z4dkladd tachto stanoveni je moZno narysovat kifivky zndzorfujici zdvislost ve-
likosti u&inku na ddvce; na tomto diagramu je na ose dselek vynesena moldrni koncenira-
ce retézce A testovanych ldtek a na ose pofadnic mnoZstvi inkorporovaného 1,ltl-heucinu,
vyjidfené v procentech mno2stvi, inkorporovaného kontrolnimi bufikami v nepfitomnosti
jakékoliv l4tky ovlivAujici syntézu bilkovin.

.

Takto je moZ?no u ka?dé testované ldtky stanovit koncentraci, kterd z 50 % inhibuje
inkorporaci 1"‘C-lem::inu ¢ili "inhibiéni koncentraci 50" (CI 50).

Vyse zminéné testy se provddéji jak nile popsdno. Vysledky téchto testd jsou znd-

zorneény na obr. 2.
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a) Kontrolni testy popsané v ptikladu 2 a) zde nebyly opakovadny, pon&vadZ je moZno je-
jich vysledky povaZovat za platné i v tomto ptikladu.
-

b) Bufiky CEM oznacené trinitrofenylhaptenem se inkubujf 18 hodin pri teploté 37°C
v pFitomnosti imunotoxinu o specifi&nosti anti Té65, naleZ se do nich inkorporuje ra-
dioaktivni znatkovacf{ l&tka. Tvar ktivky cytotoxicity je shodny s tvarem kitivky, kterd
se ziskd pii pouzitt téch2e buné&k, av3ak neznalenych trinitrotenYlhaptenem, za tychi
inkuba&nich podminek, co? ukazuje, 2e znalen{ t&chto bungk trinitrofenylhaptenem je
f4dné provedeno (kfivka 6).

c) Bufky CEM znatené pomoc{ trinitrofenylhaptenu se nejprve inkubujf 1 hodinu
pti teplotd & °Cc v ptitomnosti neslouteni uredzy o koncentraci 1 j./ml, nateZ se po pro-
myt{ inkubuj{ 18 hodin pii teploté 37 OC v pritomnosti imunotoxinu anti Té5 o koncen-
traci 1()'9 M a v pfitomnosti 5 mM moloviny; pak se do nich inkorporuje radiaktivni{
znatkovaci ldtka. '

Pom#rné mnoZstvi inkorporovaného lhc -leucinu, které se dosdhne pfi tomto testu
(65 %), je shodné s mnoistvim, ziskanym touté2 koncentraci imunotoxinu anti Té65 pfi
testu, popsaném v odstavci b). Tento vysledek ukazuje, Ze inkubace v pfitomnosti ne-
sloulené uredzy nemd 2a ndsledek 24dné spojeni uredzy s buikami, a tudii 24dnou po-
tencializaci GE&inku imunotoxinu anti Té&5.

d) Bubky CEM znatené trinitrofenylhaptenem se nejprve inkubuji 1 hodinu pfi te-
ploté & O¢c v ptitomnosti vy3e popsané imunoenzymatické sloueniny, pouZité v koncen-
traci 1,02 j./ml. Ostatné bylo ovéfeno, 2e tato sloufenina, pouZitd za uvedenych pod-
ninek, nevykazuje Z4dnou vlastni cytotoxicitu vdZi pouZitym bufkdm. Tyto bufiky se pak
promyji k odstarnéni popfipad® zbylého mnoZstvi slouleniny, které nebyle na bunkéch
fixovdno, nafe? se inkubujf 18 hodin pfi teploté 37 °C v pfitomnosti imunotoxinu anti
T65 a 5 mM motoviny. Nakonec se do nich inkorporuje radioaktivni znackovaci ldtka.
Ziskand hodnota CI SO je 2,4 . 1071° M (kEivka 7).

Tato hounota, zcela srovnatelnd s hodnotou ziskanou za spouZiti slougeniny
z ptikladu 1, ptedstavuje vyznamnou potencializaci dfinku imunoenzymatické slouce-

niny na imunotoxin.

Tento test demonstruje, e potencializaéni GZinek pfedpoklddd fixaci imunoenzyma-
tické sloufeniny na anti- podle imunologické specifitnosti. Tato fixace vzdoruje promy-
vdnl bun&k a ponechdvd na jejich povrchu enzymaticky aktivnl uredzu, kterd uvoliuje
ionty NHA‘ z mo&oviny pfitomné v inkubalnim prosttedi s imunotoxinem, coZ md za ndsle-
dek potencializa&n{ G&ipek iontu NHA’

DosaZény potencializa&ni dZinek je zcela analogicky ufinku, kterého se dosshne,
kdy? se inkubace provddi v ptitomnosti 10 mM chloridu amonného, pfidaného do inku-
batniho prostiedi misto soustavy imunoenzymatickd slou&enina/substrat.

-13

V ptipadé pfidén{ chloridu amonného je ziskanid hodnota CI 50 3,8 . 10 M, Jjak

to ukazuje ptislu3nd kfivka na obr. 2 (kiivka B).

1 vy&e uvedenych pEikladd vyplyvd, le sloufenin, vyrobenych zplsobem podle vynd-
lezu, je moino poufft v humdnni therapii.

Tyto nové léky, vyrobené zposobem podle vyndlezu, se formuluji pro popziti jako
injekce, 'vyhodng intravenozni. Je mo2no jich pouit pro lé¢eni chorobnych stavi, ra-
kovinovych i jinych, které jsou citlivé na protildtky pouZité k pfipravé imunotoxinu.
PouZivaji se v ddvkdch a za podminek, které je nutno stanovit pro ka¥dy jednotlivy
ptipad zv14st podle povahy onemocnéni.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob ptipravy imunoenzymatickych sloudenin z protildtky nebo fragmentu proti-
14tky, ktery si zachoval schopnost rozpoznat pfislu3ny antigen, a enzymu schopného u-
volfovat amoniové ionty z pfirodnich substrdtd dobfe sndZenych organismy vy33ich Zivo-
Eicht, vyznalujici se tim, Ze se pii teploté nii3i ne: 3D O¢c a pti pH 5 aZ 9 nechd ve
vocném prostledi za vzniku kovalentni vazby resgovat bilkovina obsahujic{ thiolovou
skupinu obecného vzorce

ve kterém

P1 znamend vyse uvedenou protildtku &i jejI fragment nebo vyse definovany enzym,

s jinou bflkovinou PZ' kde P2 znamend vy3e definovany enzym nebo vy3e uvedenou proti-
l4tku ¢i jeji fragment,

do kteréito bilkoviny P2 byla zavédena skupina obecného vzorce
-§5-8-X ,
ve kterém

X znamend aktivacéni zbytek,

nebo skupinu obecného vzorce

- NH-CO-2-N

ve kterém

7 znamend oddélovaci skupinu,
ob& schopné reagovat s thiolovou skupinou bIllkoviny Pl'

2. Iptsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se pouZije bilkoviny P2’ do niz by-
1a zavedena disulfidickd skupina.

3. Zptsob podle bpdu 1, vyznatujici se tim, Ze se pouZije bilkoviny P2’ do niz
byla zavedena maleinimidovd skupina.

2 -vykresy
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