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Zpisob urdeni stavu jaternich funkei jedince, véetné pFijemce jaterniho Stépu

Oblast techniky

Vynélez se tyka zpiisobu uréeni stavu jaternich funkef jedince, véetn& pifjemce jaterniho §tépu,
a v navaznosti na zjiStény stav se tyka rozhodovani o napravném opateni, pokud je ho Zapotie-
bi.

Dosavadni stav techniky

Schopnost rozliSit rizné typy poskozeni jater ma velky vyznam pro lécbu jak pacientii po
transplantaci, tak i jedincii, ktefi trpi riznymi chorobami jater, jez mohou ovliviiovat systém
Zlu€ovych cest.

Glutathion S-transferazy (GST) zahrnuji multigenovou rodinu proteini, kterou tvori hlavné
izoformy alfa (aGST), mi (UGST), pi (nGST) atheta (6GST), definované izoelektrickym
bodem, jez se podileji na detoxifikaci fady xenobiotik, hlavng prostrednictvim vazby na
glutathion (Beckett. G.J., Hayes. J.D., Advances in Clinical Chemistry, 1993, Vol. 30, p. 281-
380). Obecné se jedna o dimerické proteiny, sestavajici ze dvou podjednotek o velikosti 25 az
27 kDa, které mohou existovat v homodimerické nebo heterodimerické formé. Pi glutathion S-
transferdza (nGST) je homodimer a vyskytuje se v cytoplazmé epitelovych bunék Zlu€ovodu
v jatrech (Beckett. G.J., Hayes. J.D., 1993, supra). O aGST je zndmo, Ze je pfitomna v hepatocy-
tech uvnit jater a existuje v homodimerickém i heterodimerickém stavu (Campbell, J.A.H, et al.,
Cancer. Philadelphia, 1991, Vol. 67, p. 1608-1613; Howie. A.F., et al., Clin. Chem. Acta, 1988,
Vol. 177, p. 65-76). Tato heterogenni distribuce izoforem aGST a nGST naznaluje, ze ruzné
izoenzymy plni in vivo jedine¢né funkce v riiznych oblastech jater (Campbell, J.A.H., et, al.,
1991, supra).

EP A 0 640 145 popisuje zpiisob &asného stanoveni diagnézy rejekce u p¥ijemce Jjaterniho §tépu,
ktery je zaloZen na méfeni zvy3eni aGST v plazmé nebo v séru piijemce pti nepfitomnosti zmén
(nebo pfed zménami) plazmatickych nebo sérovych hladin transaminiz. Bylo jednozna¢né
prokazano, ze méfeni plazmatickych hladin aGST usnadiiuje monitorovéni stavu jater po
transplantaci a Ze jde o nesmirng citlivy, i kdyZ ne GpIné specificky, marker rejekce Stépu.

Je pozoruhodné, Ze nGST, jakoZto potencialnimu markeru rejekce $tépu, nebyla vénovéna adna
pozornost, ziejmé vzhledem k nizkym hladinim tohoto enzymu, piitomného v bilidmich
epitelovych buiikich jater. Jsou vsak k dispozici jisté prikazy o tom, Ze o a 7GST jsou pfitomny
ve zluti jak zdravych jedinct, tak ijedinct, trpicich specifickymi formami rakoviny (napf.
cholangiokarcinomem), co lze zjistit pomoci radioimunoeseje (Howie, A.F., et al., Clin. Chem.
Acta, 1989, Vol. 184, p. 269-278). Kromé& toho se n&ktefi autofi zminili o tom, ¥e¢ méfeni
sérovych a plazmatickych hladin ®GST miize usnadnit stanoveni diagnézy malignich nadort,
protoZe se zda, Ze v malignich tkanich dochézi ke specifické expresi nGST (Niitsu. Y., et al.,
Cancer, 1989, Vol. 63, p. 317-323; Howie, A.F., et al., Clin. Chem., 1990, Vol. 36 (3), p. 453-
456). Z4dny z vyie uvedenych autorti neupozornil na skute€nost, Ze by se "GST mohla uplatnit
v predikei rejekce jaterniho $t&pu nebo jinych poruch funkce jater &i Zlugniku.

Jak zndmo, k primarni rejekci 3t&pu obvykle dochézi v biliarnim stromu uvnitf jater (Ascher. N,
In: Immunology of liver transplantation. Ed. Neuberger. J., Adams. D., 1993), zda se tedy, Ze by
specifické méfeni hladin nGST ve Zlugi nebo v plazmé mohlo pomoci ke stanoveni diagnézy
Casné rejekce, nebo usnadnit rozlifeni mezi posttransplantaénim hepatocelurnim poskozenim
a poSkozenim bilidrnim. Vyznam odliSeni nespecifického poskozeni jater od rejekce Stépu nelze
viibec docenit, protoZe 1é¢ba obou stavii se naprosto li§i. Kromé toho by zahajeni nespravné
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1é¢by mohlo mit nesmirn& negativni disledky na zdravi jiz t&Zce nemocného jedince. Pokud
naptiklad dojde k postiZzeni $té€pu virovou infekci (napf. reinfekce hepatitidou typu C nebo
infekce cytomegalovirem [CMV]), je tieba peclivé monitorovat uroveil anti-rejekéni
imunosupresivni 16¢by, protoZze nadmé&ma aplikace imunosupresiv (napf. cyklosporinu A nebo
FK506) by mohla podstatné zhorsit schopnost obrany proti virové infekci. Nerozliseni skute€né
rejekce od nespecifického postiZeni $tépu by také obracené mohlo vést k oddéleni intenzifikace
imunosupresivni terapie, a v kone¢nych dusledcich ke ztraté€ stépu.

Je tedy silné pocitovana potfeba metody, vhodné k ur€ovéni stavu jaternich funkci u jedincti
s riznymi chorobami nebo s patologickym stavem jater.

Podstata vynalezu

Vynalez poskytuje zplsob uréeni stavu jaternich funkci jedince, ktery spo¢ivéa v tom, Ze se mé&fi
hladiny izoformy pi glutathion S-transferdzy (nGST) ve vzorku biologické tekutiny tohoto
jedince pomoci imunoeseje, specifické pro izoformu nGST, naméfené hladiny nGST se
porovnavaji s normalnim rozmezim pro nGST v dané biologické tekuting, s tim, Ze se na zdkladé
hladin nGST v dané biologické tekutiné vyhodnoti stav jaternich funkci jedince, pokud jsou
zjistény zvysené hodnoty nGST ve srovnani s normalnim rozmezim.

Tento dal3i zpisob ur&eni stavu jaternich funkci s pouZitim markeru, specifického pro konkrétni
oblast jater, vyznamné& usnadfiuje 1é¢bu pacientd s riznymi chorobnymi stavy a dal$imi patolo-
gickymi stavy jater, jak je podrobné&ji popsano dale.

Vhodnym subjektem je pfijemce jaterniho $t&¢pu a stav jaternich funkci se urCuje po transplan-
taci.

Vynélez je pouzitelny zvlasté v ptipadé transplantace jater; umoziluje totiz ve velmi Casném
stadiu po transplantaci urgit pravdépodobnost rejekce, protoze k primarni rejekci $tépu obvykle
dochézi v bilidrnim stromu uvniti jater, jak bylo konstatovano vySe. Zpiisob podle vynilezu
umoziiuje dokonce jesté Casnéjsi detekci rejekce jaterniho $t€pu, nez metoda, popsana a naroko-
vana v EP A 0 640 145.

Ve vyhodném provedeni je pfijemcem Stépu clovek.

Vyhodnou imunoeseji je enzymoimunoesej, konkrétnéji sendvi¢ova enzymoimunoese;.

Zptisobu podle vynalezu lze pouzit k méfeni hladin *GST v fad€ médii, zvlasté vSak ve Zluci,
plazmé a v séru.

Biologickou tekutinou jsou zde mysleny napf. télesné tekutiny, jako je Zlu€, plazma, sérum
amo¢, jakoZ i podpurna tkatiova média a perfuzéty. Biologické tekutiny jsou obecné€ oznalovany
jako matrix.

Zpisob podle vynélezu je prvni, ktery usnadiiuje detekci hladin izoenzymu nGST ve Zluci.

Pokud je biologickou tekutinou Zlug, dosahuji normalni hladiny *GST hodnoty nizsi nez 15 pg/l.

Pokud je biologickou tekutinou plazma, dosahuji normalni hladiny nGST hodnoty niZ$i nez
100 pg/l.
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Jak bude uvedeno dale, v pfipadg, Ze biologickou tekutinou pfi pouziti zpiisobu podle vynéalezu
Je plazma, je nutno dbat, aby byla odebréna a skladovéna v pritomnosti n&jakého antikoagulag-
niho pfipravku za podminek, které zabrani, aby b&hem skladovéni doslo k hemolyze.

Zjistili jsme, ze pouziti fluoroxylatovych zkumavek vede k vétsi intenzits hemolyzy, pficemz
dochézi k uvoliiovani nGST z erytrocytl, coz ma za nasledek faleing zvySené hladiny nGST.
Jiné izoenzymy GST bud’ nejsou v krvi viibec zjitény, nebo jsou pfitomny v extrémné nizkych
hodnotach. Naptiklad pGST je pritomna v leukocytech. Z literatury viak neni jasné zda se
nachazi iv erytrocytech. V kazdém ptipadé je pGST ptitomna pouze u 50 % populace. 6GST
vykazuje podobnou interindividualni variabilitu jako pGST, a pokud je v krvi pfitomna, jsou jeji
hladiny extrémné nizké, aGST neni v krvi ve vétsim méfitku piitomna.

Ve vyhodném provedeni se vzorek zfedi pomoci fedidla, obsahujiciho (i¢inné mnoZstvi proteinu,
ktery optimalizuje reakce protilatka-antigen.

Zjistili jsme, Ze pokud fedidlo obsahuje Tween 20, latku, b&zné pouZivanou jako standardni
reagencium v imunometrickych metodéch, jsou zjistovany nespravné koncentrace nGST. Zjistili
Jsme, Ze pokud se pouZije Ulinné mnoZstvi proteinu, ktery optimalizuje reakce protilatka-
antigen, miiZe byt dosaZeno linearni titrace, jak je uvedeno v ptikladu 6.

Vyhodnym proteinem je sérovy albumin, jako je albumin kravského séra nebo lidsky sérovy
albumin.

Doba trvani imunoeseje podle vynalezu je asi 2,5 hodiny jak déle uvedeno v ptikladech. To je
doba znaln& kratsi, nez u jinych komerén& dostupnych analytickych postupd, uréenych ke
kvantifikaci nGST.

Vynalez tedy poskytuje imunoesej, kterd trvd méné& nez 2,5 hodiny aktera je zaloZena na
postupném pfidavani vzorku, konjugatu protilitka-enzym a substratu do mikrotitra¢nich jamek
nebo na jiny povrch, potaZzeny monoklonalnim anti-nGST IgG. Vysledné intenzita barvy je
umeérna mnoZstvi nGST, pfitomného ve vzorku, acitlivost eseje je vrozmezi 0-100 pg/l.
Rozmezi lze snadno rozsifit vy3$im nafedénim vzorku.

Vynélez je déle mozno aplikovat na méfeni hladin izoformy alfa glutathion S-transferazy
(xGST) ve vzorku biologické tekutiny daného subjektu za &elem snadného rozliseni mezi
rejekei $tépu a nespecifickym hepatocelularnim podkozenim.

Piehled obrazku

Obr. 1 je schematické znazornéni sendviové enzymoimunoeseje podle ptikladu 1.

Na obr. 2 jsou vyneseny hodnoty absorbance pfi 450/630 nm versus logaritmus koncentrace
nGST (pg/l) podle vysledkii enzymoimunoeseje pro lidskou nGST, ktera je popsana v p¥ikla-
dul.

Na obr. 3 je SDS-PAGE analyza lidskych pn, o a nGST.

Na obr. 4 je analyza typu "imunoblot” lidské nGST.

Na obr. 5 jsou vynesené hodnoty aGST a nGST (ng/ml) ve Zlugi versus &as (hodiny) po reperfi-
zi u fady pacientil.
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Na obr. 6 jsou vyneseny koncentrace nGST versus ¢as (dny) u fady pacienti.

Na obr. 7 jsou vyneseny hodnoty AST/ALT (jedn/l), a «GST a nGST (ng/ml) versus dny po
transplantaci u jediného pacienta.

Priklady provedeni vynalezu

Vynalez bude dale vysvétlen v nasledujicich prikladech.

Pfiprava A

Cisteni lidské nGST

nGST byla ziskdna avydi§téna z lidské placenty pomoci afinitni chromatografie. Presné
podrobnosti &istici procedury jsou nasledujici:

a. 325g lidské placenty bylo homogenizovano po dobu 2 minut v homogenizaénim pufru
v poméru jeden dil placenty na tfi dily pufru, s pouzitim Waringova (Waring je obchodni
znamka) blenderu. Homogeniza¢ni pufr mél toto slozeni:

20 mM tris-HCI
250 mM sukrézy
5 mM EDTA 7,8 pH
2 pg/ml leupeptinu
2 pg/ml pepstatinu

b. Placentarni homogenat byl centrifugovan pti 10 000 g po dobu 60 minut.

c. Supernatant byl poté separovan pomoci afinitni kolony glutathion (GSH)-sepharose,
pfedem ekvilibrované v 20 mM Tris-HCI s 200 mM NaCl, 7,8 pH. Ekvilibra¢ni pufr byl znovu
aplikovén k eluci nenavazaného proteinu. Nakonec bylo 50 mM Tris-Hel o pH 9,5 s obsahem

5 mM GSH pouzito k eluci navazaného GST z afinitni kolony.

d. Eluat byl poté dialyzovan proti 0,1 M PBS.

Pfiprava B

Produkce a &isténi protilatek

Vy¢isténa lidska nGST byla injikovana subkutdnné (s.c.) novozélandskym bilym krélikiim podle
dale uvedeného harmonogramu av séru byla zjistovana anti-nGST reaktivita. Jakmile bylo
dosazeno (stanovenim pomoci semikvantitativni "dot blot" analyzy) dostate€ného titru IgG
[protilatky proti lidské nGST] , byli kralici zahubeni vykrvacenim a bylo shromazdéno jejich
sérum. Celkovy IgG byl purifikovan z krali¢iho séra technikou protein A afinitni chromatografie
a byl pouzit k navazani na kfenovou peroxidizu (horseradish peroxidase. HRP). Monoklonalni
IgG [protilatka proti lidské nGST] byla ziskana jako ascites z fakultni nemocnice (University
Hospital) v nizozemském Nijmegenu a pied dal$im pouzitim jiZ nebyla ¢isténa.
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Imunizaéni harmonogram (obecng)

1. den:

Z ucha krélika bylo odebrano 5 ml preséra k vy3etteni. 0,5 ml antigenu lidské nGST (100 pg)
bylo smichéno se stejnym objemem Freundova tplného adjuvans. Smés antigenu a adjuvans
byla homogenizovana k zajiténi kvalitni emulze. Tato smés byla poté injikovana subkutinné do
n€kolika mist na pfedem vyholenych zédech kralika.

28. den:

Z ucha kralika bylo k vy3etfeni odebrano 5 ml séra. 0,5 ml antigenu lidské nGST (100 pg) bylo
smichano se stejnym objemem Freundova uplného adjuvans. Smés antigenu a adjuvans byla
homogenizovéna k zajiSt€ni kvalitni emulze. Tato smés byla poté injikovana subkuténng do
nékolika mist na zadech kralika.

42. den:

Z ucha kréalika bylo odebrano 10 ml krve k vy3etteni.

56. den:

Kralikovi byla podana druha upominaci davka, stejné jako ve 28. den.

70. den:

Z ucha kralika bylo odebrano 10 ml krve k vy3etieni. Pfi dosaZeni dostaten& vysokého titru
(IgG [protilatky proti lidské nGST] , pozn. prekl.) byl kralik utracen a bylo shromézdéno nejveét-
8 mozné mnozstvi krve.

Piiprava C

Analyza "imunoblot"

U v3ech polyklonalnich a monoklonélnich 1gG, urSenych k pouziti v nasledujicich ptikladech,
byla zkontrolovéna reaktivita viii nGST a pfipadnd zkiiZena reaktivita proti lidské o a uGST
(v tomto pofadi), a pti tom byly pouZity tyto "imunoblot" kombinace:

(a) kréli€i IgG [protilitka proti lidské nGST] byla pouzita k proetfeni nitrocelul6zovych
membrén, obsahujicich imobilizovanou lidskou a, & a uGST.

(b) my8i IgG [protildtka proti lidské mGST] byla pouZita k prosetfeni nitrocelulézovych
membran, obsahujicich imobilizovanou lidskou o, w a pGST.

Detekce imunoblotu byla provedena nésledujicim zptsobem:

1.Na 15% SDS-PAGE se v¢lenénymi markery molekuldrni hmotnosti byla provedena
elektroforéza lidské .,  a pGST (0,5 pg na prouzek).

2. Po skonceni elektroforézy byl polyakrylamidovy gel odtiznut, polovina byla obarvena ke
stanoveni proteinu, a zbytek byl pouzit k elektroforetickému pienosu na nitrocelulézu.
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3. Po elektroforetickém transferu byly nitrocelulézové membrany blokovany po dobu 1 hodiny
pomoci 5 % (w/v) Marvelu (Marvel je ochranna znamka) ve fosfatovém pufru s obsahem 0,05 %
(w/v) blokovaciho pufru TWEEN-20 (PBST).

4. Poté byly pfipraveny nasledujici roztoky:

(i) krali¢i IgG [protilatka proti lidské nGST)
v 1 % (w/v) Marvelu v PBST,

(ii) mysi IgG [protilatka proti lidské nGST)
v 1 % (w/v) Marvelu v PBST,

a byly pfidiny na membrany ihned po odliti blokovaciho pufru.

Inkubace membran s roztoky protilatek probihala po dobu jedné hodiny.

5. Pak byly nitrocelulézové membrany oplachnuty v PBST (2x vzdy po dobu 5 minut).

6. Poté byl pfipraven konjugét anti-krali¢i IgG-HRP (1/1000) v 1 % (w/v) Marvelu v PBST
a pridan do roztoku, uvedeného vyse pod bodem 4 (i). Rovnéz byl ptipraven konjugat anti-my$i

IgG-HRP (1/1000) a ptidan do roztoku, uvedeného vyse pod bodem 4 (ii).

7. Po jednohodinové inkubaci s konjugaty protilatek uvedenych zivoéi$nych druhi byla inidla
zlikvidovana a membrany oplachnuty jako v bodu 5.

8. Pak byl na membrany pfidan pfipraveny diaminobenzidinovy substrat.

Pozitivni reakce se projevila hnédym precipitatem na nitrocelul6zové membrané.

Piiprava D

Syntéza konjugétu anti GST IgG-kienova peroxidaza (horseradishperoxidase, HRP)

Konjugaty anti-tGST IgG-HRP byly syntetizovany s pouzitim metodiky konjugace thioetheru
(Duncan. R.J.S., et al., Anal. Biochem., 1993, Vol. 132, p. 68-73). Reaktivni maleinimidové
skupiny byly do molekul IgG zavedeny pomoci SMCC [sukcinimidyl-4— (N-maleinimido-
methyl]-cyklohexan-l-karboxylat] a maskované sulfhydrylové skupiny byly naviazany na HRP.
Poté, co byly odmaskovany s cilem generovat reaktivni sulthydrylové skupiny, byly maleinimi-
dem aktivované IgG a HRP-SH smichany dohromady a nechaly se reagovat po 4,5 hodiny.
Vysledny konjugat gG-HRP, vznikly kovalentni vazbou thioetheru, byl prenesen do 50 % (v/v)
glycerolu a skladovén pfi teploté -20 °C k pouziti v EIA podle prikladu 1.

Priklad 1

Sendvitova enzymoimunoesej

Imunoesej pro kvantitativni stanoveni lidské nGST je klasickou eseji sendviCového typu, jak
schematicky zndzoriuje obr. 1, a jejiz popis nasleduje.

a. Mikrotitradni deska Nunc Maxisorp (Nunc Maxisorp je ochrannid zndmka) byla potaZzena
my$i monoklonalni IgG [protilatkou proti lidské nGST] (odvozenou z pfipravy B), imobilizova-

-6-
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nou pomoci fragmenti kozi F(ab)y [anti-my3i IgG]. PotaZeni protilatek slouZi k orientovani
vazebnych mist Mab ataké zlep3uje citlivost eseje tim, Ze denaturalizace druhé protilatky
(captured antibody), indukované adherenci, je omezena na minimum.

b. Jako kalibrator eseje byla pouzita lidska nGST, ziskana purifikaci z placenty, jak popsano
v pfipravé A.

¢.  Pro snazsi detekei zachycené/imobilizované nGST byly pouzity konjugaty IgG [protilatky
proti lidské nGST] a HRP spolu s tetramethylbenzidinovym substritem (TMB).

d. Enzymova reakce byla ukondena pfidanim 1N HS04 aabsorbance byla zméfena pii
450 nm, referenéni vinové délka byla 630 nm. Intenzita barev byla iméma koncentraci nGST.
Po vyneseni hodnot A450/630nm versus koncentrace (ug/l) lze tedy uréit koncentraci
neznamych vzorki (viz obr. 2). Celkové doba eseje byla kratii nez 2,5 hodiny.

Bylo shledéno, Ze esej trvala celkem 2 hodiny 15 minut; v pribshu inkubace vzorku a konjugatu
(v tomto poradi) bylo zapottebi tfepat mikrotitra¢ni deskou p¥i stalé teploté. Inkubace substratu
TMB vyZadovala pouze stilou teplotu. '

Priklad 2

Sbér plazmy pro analvzu nGST

Byl zkouman cinek fady b&Zn& pouzivanych antikoagulancii (kyseliny ethylendiaminotetra-
octové [EDTA], lithiového heparinu, citratu sodného, fluoroxylatu) a dalsich inhibitort destigek,
které se pouzivaji ve zkumavkéch, uréenych ke sbéru plazmy, na plazmatické hladiny nGST.
Vzorky byly odebriny venipunkci do zkumavek, obsahujicich konkrétni antikoagulancium.
Plazma byla oddélena centrifugaci (6000 g po dobu 10 minut), arezidualni desticky byly
odstranény dalsi centrifugaci (10 000 g po dobu 10 minut). Po odstranéni supernatantu nasledo-
vala analyza vzorki podle protokolu, popsaného v piikladu 1.

Plazma né&kolika jedinci byla odebrana do fady zkumavek, urenych k odbéru plazmy. S kaz-
dym vzorkem se zachazelo, jak je uvedeno vy3e, a uvoltiovani nGST do plazmy bylo monitoro-
vano po dobu 24 hodin. Tabulka 1 ukazuje plazmatické hladiny nGST téhoz jedince ve 4 rliz-
nych zkumavkach, jejichz obsah byl analyzovén v ¢ase 0 a 24 (T0, T24). Z vysledki je zfejmé,
Ze pritomnost kteréhokoli z vySe uvedenych antikoagulancii nezpisobila vyznamné rozdily
plazmatickych koncentraci nGST. Nezda se, Ze by skladovéni neseparované plazmy po dobu do
24 hodin vedlo k vyznamnému zvySovani koncentrace nGST (v disledku uvoliiovani nGST
zerytrocytil nebo trombocytl). Vyjimkou jsou fluoroxylatové zkumavky, pfi jejichz pouziti
dochézelo ve vétsi mife k hemolyze a k uvoliiovani nGST z erytrocyti, takze hladiny proteinu
byly fale$n€ zvysené, jak je uvedeno v tabulce 1.
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Tabulka 1

Srovnani udinku antikoagulancii ve zkumavkach ke sbéru plazmy pro analyzu ®GTS v plazmé.
Hodnoty jsou uvedeny v pug/l.

Pacient EDTA Li/Hep. citrat sodny fluoroxylét
TO T24 TO T24 T0 T24 TO T24
1 171,9 220,2 199,4 194,7 167,5 220,3 170,0 > 500
2 65,6 70,5 62,8 88,4 53,2 65,4 55,4 > 500
3 59,6 78,6 65,4 88,6 53,7 68,4 59,9 > 500
4 81,7 92,8 90,2 119,5 74,9 122,1 81,2 > 500
5 46,7 67,5 44,6 73,3 289 68,6 60,9 > 500

Z tabulky 1 je patrné, Ze neexistuje vyznamny rozdil mezi koncentracemi nGST v plazmé,
ziskané v pfitomnosti kteréhokoli z vy$e uvedenych antikoagulancii.

Ptiklad 3

Hodnoceni ¢istoty reagencii pro imunoesej

Obr. 3 ilustruje Cistotu lidské nGST, ktera byla ziskana pfipravou A a poté pouzita k imunizaci
kraliki; je potvrzena absence jakychkoli jinych lidskych proteint, které by mohly prispét ke
snizené specificité eseje.

Na obr. 3:

draha 1 = pGST
drdha 2 = aGST
draha 3 = nGST
dréha 4 = markery molekularni hmotnosti.

"Imunoblot” analyza reaktivity monoklonédlnich protildtek ukazala, ze IgG [protilatka proti
lidské nGST] byla vysoce specifickd pro lidskou nGST a nevykazovala vyznamnou zkfiZenou
reaktivitu s lidskou o nebo uGST. Vysledky ukazuje obr. 4:

draha 1 = nGST
draha 2 = markery molekularni hmotnosti.

Tento nélez je podpofen chybéjici reaktivitou o nebo nGST v enzymoimunoeseji se specificitou
na lidskou nGST, jejiz vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tabulka 2

Hodnoceni reaktivity lidské aGST a uGST v enzymoimunoeseii pro detekci lidské 1GST

Koncentrace GST | A450/630 nm
nGST aGST uGST
0,00 0,022 0,022 0,022
3,12 0,087 0,024 0,016
12,5 0,299 0,020 0,022
25,0 0,688 0,036 0,055
50,0 1,204 0,018 0,034
100 1,735 0,040 0,043

Z tabulky 2 je zfejmé, Ze v této eseji nebyla zjisténa Zadna zk¥iZen4 reaktivita aGST ani uGST.

Tato skute€nost je velmi vyznamn4; znamena to, Ze enzymoimunoesej pro kvantifikaci lidské
nGST je pro detekci lidské nGST specificka. Veskerou ptitomnost lidské nGST ve vzorcich lze
tedy zjistit specificky, bez kfizené kontaminace jinymi druhy GST.

Piiklad 4
Kvantifikace tGST ve Zluéi

Rada vzorki zludi, odebranych od pacientii se specifickym postizenim funkce jater/zlu¢ovych
cest, byla vy3etfena pomoci analyzy na pfitomnost lidské nGST. Jak ukazuje tabulka 3, u pacien-
ti s hepatocelularnim karcinomem (hepatocellular carcinoma. HCC) a s primarni biliarni cirhé-
zou (primary biliary cirrhosis. PBC) byly zjidtény velmi vysoké hladiny nGST. U pacienta
s kameny ve zlu€ovodu (bile duct stones. BDS) byly téZ zji§tény zvy3ené hladiny nGST, ne viak
natolik, jako u pacienti s HCC a PBC.

Tabulka 3

Koncentrace nGST ve Zludi-pacientti s hepatocelularnim karcinomem (HCC), primarni, bilidrni

cirh6zou(PBC) a kamenem ve Zlugovodu (BDS)

Typ postiZeni Hladiny nGST (ng/l]
HCC 5357

PBC 2432

BDS 506,6

VSechny tyto vzorky vykazuji vyznamné zvysené hladiny nGST.

|
!
?
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Priklad 5

Vyuzitelnost kvantifikace GST v klinické praxi

Od pacienti po transplantaci jater byly postupné odebirany vzorky Zluéi a plazmy a vySetfovany
na nGST (ve zlu¢i) a aGST (v plazmé). Pooperaéni stav pacientil se zna¢né riznil, od bezproblé-
mového zotaveni po akutni rejekci a reinfekei hepatitidou typu C, coZ jsou stavy, které se bézné
pfi transplantaci vyskytuji.

Pfi sou¢asném monitorovani koncentraci nGST a aGST byla pozorovana fada vyznamnych
trendd. Hladiny aGST byly méfeny podle postupu, popsaného v EP A 0 640 145. Pri bezproblé-
movém zotavovani bylo mozno zjistit hladiny nGST jiz za 2 hodiny po transplantaci, a tyto
hladiny zistaly na nizké urovni (tzn. do 50 pg/l). Hladiny aGST byly v disledku reperfuzniho
poskozeni zpo&atku vysoké, béhem 2 dni se viak vratily na vychozi trover, jak ukazuje obr. 5.
Tento obrazek znéazoriiuje typicky prib&h hladin aGST a nGST b&hem transplantace jater u Clo-
véka a bezprostfedné po tomto vykonu. Hladiny tGST zistavaji na nizké rovni. Rovnéz bylo
mozno identifikovat komplikace s transplantaci jater spojené. Jednim z hlavnich moZnych
problémi je akutni rejekce, nebo dokonce, coz je jesté zavaznéjsi, rejekce rezistentni na steroidy.
V téchto konkrétnich ptipadech bylo mozno pozorovat vyznamné zvySeni hladin nGST, které
pretrvavalo po dobu nékolika dni, jak ukazuje obr. 6. Tento obrazek znazoriiuje hladiny nGST
b&hem epizod rejekce, rezistentni vidi aplikaci steroidd (steroid resistant. SR), a béhem epizod
akutni rejekce (AR). Hladiny jsou zvy$ené a v tomto stavu zlstavaji po dobu minimaln€ 20 dni.
Hladiny aGST jsou téZ vysoké, vratily se viak na vychozi hodnoty béhem 5-8 dni.

Dal3i zavazné nebezpedi v souvislosti s transplantaci pfedstavuje moznost infekce nebo reinfek-
ce. Béhem epizod reinfekce HCV jsme dlouhodobé& (tzn. minimélné 25 dni) pozorovali velmi
vysoké hladiny aGST. Hladiny nGST vsak zistavaly blizko normaélnich hodnot, jak ukazuje
obr. 7. To je pfesné opa&na situace, nez v predchozich ptipadech pfi akutni rejekci. Soucasnym
provedenim kvantifikace aGST a nGST lze tedy uspé€3né rozli$it mezi akutni rejekci a reinfekci
HCV, coZ dosud bylo velmi obtizné a pfedstavovalo terapeutické dilema pro transplantaCni

chirurgy.

Priklad 6

Linearita fedéni vzorki Zluce

Od pacienti se specifickym postizenim funkce jater/Zlu¢ovych cest (hepatocelularni karcinom,
HCC, a primarni biliarni cirhéza, PBC) byla ziskana fada vzorki Zluce, a stejné tak byly ziskany
vzorky Zlu€e od darcu a také od pacienti po transplantaci jater. Tyto vzorky byly vySetfeny na
pritomnost lidské nGST podle protokolu v pfikladu 1.

K titraci vzorkil Zlu¢i byla pouzita fada standardnich fedidel. Tato fedidla se rutinné pouzivaji
v mnoha analytickych systémech, pfi¢emZ nejcastéji pouzivanou latkou je Tween-20. Zjistili
jsme viak, Ze pfitomnost tohoto konkrétniho detergens v fedidle vzorku vedla k chybnym
vysledkim. Jak ukazuje tabulka 4, ve vzorcich, k jejichZ fedéni byla pouzita fedidla s obsahem
Tween-20, byly pozorovany fale$né vysoké koncentrace nGST, coz bylo zptisobeno nedostate¢-
nou titraci. V nepfitomnosti Tween-20 probihala titrace linearn€. Kritickym faktorem pfi tomto
vysetfeni je tedy pFitomnost nebo nepfitomnost standardniho reagencia Tween-20 v fedidle
vzork; pfi jeho pouziti by byly naméfeny falesné zvySené hodnoty nGST.

-10 -
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Tabulka 4

Srovnéni titrace vzorku Zludi pii PBC v fedidlech, obsahujicich a neobsahujicich-Tween-20.

Hodnoty jsou uvedeny v pg/l

Redé&ni - Tween-20 + Tween-20
1/50 2344 3074
1/100 2374 5187
1/200 2410 7059

Linearni titrace byla pozorovéna pouze u fedidel, neobsahujicich Tween-20.

Priklad 7

Srovnani polyklonalnich a monoklonalnich protilatek jako potahujicich protilatek

Polyklonélni a monoklondlni IgG protilatky proti lidské nGST byly imobilizovany na deskach
Nunc Maxisorp bud’ pfimo, nebo pomoci vazebné latky [fragmenty F(ab) kozi IgG protilatky
proti latkdm jinych zivogisnych druhd]. Pak byly pouzity standardy pro znamé koncentrace
lidské nGST, jak popséno v pfikladu 1, a pii podobnych koncentracich imobilizovanych IgG
byly porovnany absorbance.

Jamky byly potaZeny jak polyklonalni, tak i monoklonalni protilatkou, Jjakozto druhou (capture)
protilatkou. PFimé pouziti polyklonalnich i monoklonalnich protilatek k potazeni jamek mélo za
nasledek velmi nizké hodnoty absorbance na standardni kfivce (viz tab. 5). Pokud k imobilizaci
byla pouZita vazebna protilatka (kozi IgG protilatka proti my3i/krali&i protilatce), byly v testu
s monoklonalni protilitkou ziskany vyznamn& zvy$ené hodnoty optické hustoty (pozn. prekl.
v textu O.D., optical density). U polyklonalni protiltky viak takové zvyseni nebylo pozorovano.

Tabulka 5

Srovnani metod potahovéni k detekci lidské nGST

nGST PRIME POTAHOVANI POTAHOVANI pomoci VAZEBNE
PROTILATKY
polyklonalni monoklonalni polyklonalni monoklonalni
100 0,625 0,421 0,352 1,557
0 0,044 0,038 0,235 0,095

Pfimé potahovani jamek protildtkou (2 pg/ml) bylo srovnavéno s potahovanim pomoci vazebné
protilatky (kozi protildtky proti protilatkam jinych Zivogisnych druhi, 2 pg/ml) pfi danych
koncentracich protilatky proti nGST.

-11-
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PATENTOVE NAROKY

1. Zptsob ureni stavu jaternich funkci jedince, vyzmnac€ujici se tim, Ze se méfi
hladiny izoformy pi glutathion S-transferazy (nGST) ve vzorku biologické tekutiny tohoto
jedince pomoci imunoeseje, specifické pro izoformu nGST, namé&fené hladiny nGST se porov-
navaji s normalnim rozmezim pro nGST v dané biologické tekutin€ a na zakladé zméfenych
hladin =GST v dané biologické tekuting se vyhodnoti stav jaternich funkei jedince, pokud jsou
zjistény zvy$ené hodnoty nGST ve srovnani s normalnim rozmezim.

2. Zpisob podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze jedincem je pfijemce jaterniho
§té€pu a stav jaternich funkci je urovan po transplantaci.

3. Zpusob podle naroku 1 nebo2, vyznadujici se tim,Zejedincem je ¢lovek.

4. Zpisob podle ne&kterého pfedchoziho naroku 1 az 3, vyznadujici se tim, Ze
imunoeseji je enzymoimunoese;j.

5. Zpisob podle nékterého pfedchoziho naroku 1 az 4, vyznacdujici se tim, Ze
biologickou tekutinou je Zlu¢ a normalni hladiny nGST jsou niZsi nez 15 pg/l.

6. Zpusob podle naroku4, vyznadujici se tim, Ze biologickou tekutinou je plazma
a normalni hladiny nGST jsou nizsi nez 100 pg/l.

7. Zpusob podle naroku 6, vyznaéujici se tim, Ze pfed méfenim je plazma jimana
a skladovéana v pfitomnosti antikoagulancia za podminek, pfi nichz nedochdzi k vyznamné
hemolyze v pritbéhu skladovéni.

8. Zplsob podle nékterého ptedchoziho niroku 1 az 7, vyzmacujici se tim, Ze
vzorek je zfedén fedidlem, obsahujicim G¢inné mnoZstvi proteinu, které optimalizuje reakce
protilatka-antigen.

9. Zpiisob podle naroku8, vyznaéujici se tim,Ze proteinem je sérovy albumin.

10. Zpisob podle nékterého predchoziho naroku 1 aZ 9, vyzmnacujici se tim, Ze
kompletni imunoesej probéhne za 2,5 hodiny.

11. Zplsob podle n&kterého niroku 2 az 10, vyznacujici se tim, Ze ve vzorku
biologické tekutiny daného jedince se navic méfi hladina izoformy alfa glutathion S-transferazy

(aGST), aby bylo usnadnéno rozliseni mezi rejekci $tépu a nespecifickym hepatocelularnim
postizenim daného jedince.

7 vykrest

-12 -
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Dny od transplantace
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