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(57) Anotécia:

Detekcia protilatok v telesnych kvapalinach imunitnou
reakciou tkanivovej transglutaminazy ATG/ so zluteni-
nami obsahujicimi tTG, jej antigénne $truktiry, imuno-
reaktivne sekvencie alebo jej analdgy. Spdsob sa mdze
pouZit v diagnostike a pri kontrole terapie ochoreni,
spojenych s imunitnou reakciou proti tTG, zli&enindm
obsahujiicim tTG a jej antigénnym Struktiram, imuno-
reaktivnym sekvenciam alebo ich analégom. Dalej je
opisané pouZitie tTG a uvedenych substancii v dia-
gnostike a kontrole terapie, v diagnostike a kontrole te-
rapie chronickych zdpalovych ochoreni alebo autoimu-
nitnych ochoreni, v diagnostike a kontrole terapie sprue
alebo celiakie.
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Imunologicky spdésob na detekciu protildtok proti tkanivovej
transglutamindzie /tGT/, pouzZitie tGT v diagnostike a
kontrole terapie a ordlny farmaceuticky prostriedok
obsahujuici tGT

Oblast techniky

Predkladany vyndlez sa tyka spbésobu na detekciu
protilatok v telesnych kvapalinich pohocou imunitnej reakcie
s tkanivovou transglutaminazou /tGT/, jej antigénnymi
Struktiarami, imunoreaktivnymi sekvenciami alebo ich
analégami a zo zlGéeninami obsahujticimi tGT, jej antigénnymi
Struktirami imunoreaktivnej sekvencie alebo ich ‘analégami.
Spdsob sa mdZe pouzit v diagnostike a pri kontrole terapie
ochoreni spjenych s imunitnou reakciou proti tTG, zluéeniném
obsahujicim tTG a jej antigénnym Struktiram, imunoreaktivnym
sekvenciam alebo ich analégom. Preto je vynilez tieZ zamerany
na pouzZitie tT a vySSie uvedenych substancii v diagnostike a
kontrole terapie, vyhodne v diagnostike a kontrole terapie
chronickych zépalovych ochoreni alebo autoimunitnych ochoreni
a vyhodne v diagnostike a kontrole terapie sprue alebo
celiakie. Vynadlez sa tieZz tyka ordlneho farmaceutického
prostriedku, ktory obsahuje tTG, zlui¢eniny obsahujice tTG a
antigénne Struktiry, imunoreaktivne sekvencie alebo ich
analégy ako aktivne zlozky a ktory méZe byt pouzZity na liedbu
ochoreni spojenych s imunitnou reakciou proti tymto
substanciam, pretoZe ordlne podanie vysSie uvedenych zlu&enin
vyvoldva imunitni toleranciu.

Predkladany vyndlez je zaloZeny na objave, Ze tkanivova



transglutamindza /tTG,EC 2.3.2.13/ je autoantigén pri sprue
alebo celiakii.

Na zdklade vySSie  uvedeného objavu bola vyvinuté
imunologické metéda pedla predkladaného vyndlezu na detekciu
protildtok proti TG a zluacenin obsahujicich tTG.

Doteraij§i stav techniky

Celiakia je ochorenie sliznice tenkého ¢&reva, ktorého
prvé prejavy sU obycajne pocas pozdného detského a
kojeneckého veku. Ak sa zodpovedajici klinicky obraz neobjavi
pred dospelostou, tak sa toto ochorenie vol& netropicka
sprue. Preto oba tieto terminy oznac¢uji rovnaké ochorenie.
Sprue doprevddza zapalové zmeny na sliznici a celkova
malabsorpcia,ktord vznikd v désledku tychto zmien. Vo vacSine
pripadov je pritomnd morfologickd a klinickd odpoved na
lie¢bu bezlepkovou diétou.

Dobre znamym patogénnym faktorom si glutény z pSenice,
jaémenia, raZe a v urditom rozsahu aj prosa, pokial glutény z
rastlin s niZs$im stuprfiom fylogenetickej pribuznosti, ako je
kukurica, ryza a séja, sU nepatogénne. U tychto gluténov je
tloha patogénneho ¢&inidla pripisand prolaminom rozpustnym v
alkoholoch, hlavne of-gliadinu.

Preto sa sprue vyskytuje hlavne v krajinach, v ktorych sa
pSenica pouZiva ako hlavny 2zdroj potravy /Eurdpa, USA,
Australia/ a jej incidenciou je napriklad 0,14/1000
novorodenych deti v Dansku, 0,7/1000 v Spanielsku, 1/100 vV
Taliansku, 0,45/1000 v Nemecku a 2,42/1000 vo Svédsku.



No novsie vyskumy ukdzali, 2Ze subklinické priznaky,
t.j. morfologické zmeny bez masivnych priznakov su
¢astejSie,ako sa dosial predpokladalo. Tak ukdzala sStudia,
urobend v Taliansku v roku 1994 incidenciu 3,28/1000 medzi
detmi sSkolského veku. Riziko latentnej sprue je u dalsich
deti tychto pacientov a3 50 %.

Predominantne 1latentnd sprue je casto doprevadzana
polymorfnou dermatdézou, t.j. dermatisis herpetiformis, pri
ktorej s pozorované charakteristické subepidermdlne malé
pluzgieriky s granularnymi depozitami IgA vo vrcholoch
dermdlnych papil. Biopsie tenkého éreva ukazuji nepravidelni,
viac alebo menej poskodeni sliznicu.

Iné dobre urcené asociacie si medzi sprue a
inzulin-dependentnym diabetes mellitus, ochoreniami Stitnej
zlazy a selektivnej IgA deficiencie. .

Okrem mnohych dalS$ich sprievodnych klinickych priznakov
sprue, ako Jje anémia, ktord bola okrem iného prisddena
malabsorpcii vitaminu B;, a deficiencie vitaminu K, ktora je
dévodom na vySSiu krvacavost, md 2zvla&tny vyznam znaéne
zvySené riziko na gastrointestindlne maligné nadory. AZ u 15%
pacientov so sprue sa obycajne vo veku nad 50 rokov vyvinie
neoplastické ochorenie a pribliZne v 50 % sa jednd o &revné
T-bune¢né 1lymfémy a v dalSich 25 % sa jednd o tumory
hrtana, orofaryngu a tenkého é&reva.

Terapia sprue zahrna celoZivotné dodrzZziavanie
bezlepkovej diéty, pri ktorej musia byt vylddené nielen
vyrobky obsahujice glutén z psSenice, ale tieZ z jadmena, Zita



a prosa. Pre pacientov toto predstavuje taZké obmedzenie ako
diétnych zvykov, tak socialnych interakcii.

Ak  je diagnéza a terapia sprue urobend vdas, potom ma
dobri prognézu. Na raz vzniknuté komplikdcie nie su casto
kompletne reverzibilné. Naopak,u nerozpoznaného a nelieceného
ochorenia mézZe ddjst v dbésledku malabsorpcie k vzniku
zavaznych priznakov. Nakoniec je tu zvySené riziko vzniku
¢revnych lymfémov a inych malignit gastrointestindlneho
traktu.

V sudasnosti predstavuje biopsia tenkého &reva najlepsi
Standard v diagnostike sprue a pri sledovani pri bezlepkovej
diéte, ale stdle ddleZitejsimi sa stavaji neinvazivne
diagnostické metdédy =zaloZené na imunologickych markeroch.
PretoZe v 'sére pacientov. trpiacich sprue s’ pritomné
protilatky triedy IgA a IgG, ktoré sui namierené préti
gliadinu a proti autoantigénu endomyzia, ¢&o je Specifické
pojivové tkanivo , ktoré okrem iného obsahuje kolagény I, III
ayVv, elastické vléakna, nekolagénne proteiny ako Jje
fibronektin a proteoglykdny, méZe byt sérum testované na IgG
a IgA protilatky proti gliadinu pomocou ELISA a na IgG a IgA
protilatky proti endomysiu pomocou nepriamej fluorescencie.
Pokial protildtky proti gliadimu nie s dostatoéne Specifické
pre sprue, Vysokd senzivita a Specificita /97- 100%/ je
popisand pre IgA Ab proti endomysiu. No pre detekciu pomocou
imunofluorescencie si potrebné vzorky z paZerdka primatov. V
sucasnej dobe sa robia pokusy o detekciu protilatok proti
endomysiu z pupocnikového materidlu.

V roku 1984 opisali Maury a Teppo /ancent 1984, 20: 892



-894/ 90 kDa glykoprotein bohaty na mannézu/20 %obsahu cukru/
ako zloZku normalnej koZe a sliznice tenkého &reva.Boli schopni
identifikovat cirkulujice IgG imunikomplexy schopné detekovat
uvedeny prqtein u 10 z 20 pacientov s celiakioua u 7 z 12
pacientov postihnutych herpetiformnou dermatitidou
/ochorenim, ktoré Ije povazované za epidermalny priznak
celiakie/. Opisany kDa glykoprotein je charakterizovany tym,
Ze mé 90 % obsah mannézy, kym tTG je neglykosylovany aj
napriek pritomnosti 6 glykosilaénych miest /Ichinose et al.,
J. Biol. Chem., 1990, 265: 13411- 13414/.

V roku 1986 vySetrovali Maury et al., /vid cut, 1986,
27: 147 - 152/ wuvedené protilatky ELISA testom so sérom
pacintov postihnutych celiakiou a kontrélnym sérom. Sérum od
pacientov s celiakiou vykazovalo signifikantne vys$Sie hladiny
protilatok /p < 0,001/ ako kontrolné sérum. Uvedené zvysené
hladiny poklesli na normalne hodnoty po bezlepkovej diéte.
Nepreukazala sa Ziadna korelacia s anti-retikulinovymi
protilatkanmi.

Pri véasnej diagnostike a prisnom dodrZiavani bezlepkovej
diéty mdéZe byt ochorenie udrZiavané v remisii a tak méze yt
tiez 2zvySené riziko malignit u pacientov udrZiavané v
normalnych hodnotdch. Preto existuje znaénd potreba vyvoja
vhodného detekéného testu pre sprue. PretoZe skupina
jedincov s latentnou sprue tieZ patri do skupiny s vysokym
rizikom,mali by byt vSetci rizikovi jedinci /hlavne vzdialeni
pribuzni/ a nakoniec, v3etky s&kolopovinné deti, ako sa teraz
uvazuje v Taliansku, vySetrovani pomocou senzitivneho,
Specifického, Iahko zrealizovatelného a lacného testu.



No doteraz zlyhali skriningové programy v désledku
nasledujuicich problémov:

- invazivné biopsie 2z duodena u bezpriznakovych o6b si
neprijatelné a nadmerne nékladné,

-ELISA detekcia pomocou protildtok proti gliadinu je sotva
pouZitelnd pre jej nizku Specificitu,

- imunofluorescenc¢nd detekcia protilatok proti endomyziu
triedy IgA, ktora je urobend na paZerdku primatov, je tiez
nakladna ako normdlna skriningova metdda. Okrem toho,
hodnotenie je subjektivne a neumoznuje identifikéciu
pacientov so sprue majucich deficienciu IgA /2 % pacientov/.

Preto doteraz  neexistuje neinvazivny, Specificky,
kvantitativny, rychly, lahky a lacny prijatelny detekény test
pre sprue/celiakiu a na kontrolu lieéby tychto ochoreni.

Podstata vyndlezu

Tento problém je vyrieSeny v predkladanom vynaleze. Na
zadklade prekvapivého zistenia, Ze tkanivova transglutamindza
/tTG, EC 2.3.2.13/ je autoantigénom pri sprue, bola vyvinuta
imunologickd technika podla ndroku 1 aZ 6 na detekciu
protilatok proti tTG a zlu¢enindm obsahujicich tTG 2z
telesnych kvapalin, hlavne zo séra, kde tato metéda umozZnuje
nielen diagnostiku sprue alebo celiakie, ale tieZ ochoreni
doprevaddzanych imunitnou reakciou proti tTG, zliceninam
obsahujicich tTG, jeho antigénne Struktiry, imunoreaktivne
sekvencie alebo analégy.
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Tkanivova transglutamindza patri do triedy
transglutaminaz. TG /EC 2.3.2.13/ s enzymy, katalyzujltce
prenos acylovej skupiny zavisly na Ca2+, p—karboxamidovych
skupin peptidovou vazbou viazanych glutaminovych zvyskov,
ktoré pbsobia ako donory acylove]j skupiny. Primirne
proteinové 1lyzinové zvySky pbsobia ako akceptory acylovej
skupiny,takZe prenosom vznikad &-(q~ glutamyl) lyzinova vézba.
Substrdatovd Specificita TG s ohladom na donory acylovej
skupiny je velmi vysokd /v z4&vislosti od aminokyselinovej
sekvencie/, pokial existuje vynimoéne velké spektrum
akceptorov /Folk J.E., Annu.Rev.Biochem.,1980, 49: 517-531/.
Tvorené kovalentné peptidové vézby si vysoko stabilné a
rezistentné na protedzy, ¢o vedie Kk zvySenej rezistencii
skriZene viazanych proteinov na chemické, enzymatické alebo
fyzikalne vplyvy.

TaktieZ rozSireny vyskyt réznych TG v rdéznych organoch,
tkanivadch a plazme a intersticidlnej tekutine' koreluje s
vyskytom transglutamizami modifikovanych proteinov v krvnych
zrazeninach, buneénych membranach, rohovatejicej vrstve
epidernis, vlasoch, nechtoch a extracelularnej matrix
/Greenberg C.S.et al., FASEB J. 1991, 5: 3071 - 3077/.

Opisané transglutaminzy mé2u byt rozdelené podla ich
fyzikdlnych vlastbosti, ich lokalizdcie v tele a podla ich
primarnej Struktiry.

Tkanivovd TG /tTG/ je tieZ oznadovand ako buneéni,
erytrocytarna, endotelidlna, cytoplazmatickd, peéeriovd alebo

typ II TG, a to je monomer majici molekulovi hmotbost 75 - 85
kDa.



Kompletna aminokyselinovd sekvencia obsahujuca 687
zvySkov bola odvodend 2z cDNA. Na proteinovej urovni tu
existuje 84% homoldégie medzi Judskym enzymom a enzymom my$ich
makrofdgov a 81 % homolégie medzi Judskym enzymom a enzymom
moréiat. Casto nemd vymena nukleotidov, medzi tymito druhmi
Ziaden vplyv na aminokyselinovi sekvenciu. Aktivne centrum je
vysoko konzervované, s vyznadenou homolégiou proteinu medzi
tromi druhmi /49 z 51 zvySkov Jje identickych / a s vysokym
stupiiom homolégie proteinu /75%/ s a-podjednotkou faktoru
XIII /vid Gentile V.et al., J Biol. Chem., 1991, 266: 478 ~-
483, Greenberg C.S. et. al., FASEB J. 1991, 5: 3071 - 3077/.

Tu nie je pritomny ani signadlny peptid, ani glykosilécia
a aj napriek pritomnosti mnohych cysteinovych zvySkov tu
nie si disulfidové mostiky. Pomocou fluorescencnej
hybridizdcie bol gén pre ludski transglutamindzu lokalizovany
na chromozém 20gl2 /Gentile, V.et al., Genomics, 1994, 20:295
- 297/. Hoci mechanizmus uvoliiovania enzymﬁ stdle hie je
znamy, existuje jasny dikaz, Ze tTG so svojim intracelularnym
vyskytom ma vyznamnd funkciu v extracelularnej matrix /EMC/.
Okrem toho, nie Jje pravdepodobné, 2Ze by intracelularna
koncentracia Ca2+, potrebnd pre aktivitu tTG sa dosiahla za
fyziologickych podmienok, pokial dostatoéne  vysoké
koncentracie ca 2*sa vyskytujui extraceluldrne /Gentile V. et

al., J.Cell. Biol., 1992, 119: 463 - 474/.

Niekolko vyskumov uréilo asocidciu tTG s fibronektinom-
proteinom ECM. Okrem fibronektinu méZu byt molekly ECM ako je
nidogén, N-termidlny peptid prokolagénu III, kolagén V a XI,
osteonektin, ¢o je glykoprotein asociovany s mikrofibrilami,
drmatan-sulfatovy proteoglykan s vysokou molekulovou
hmotnostou a galectin 3 lektin, identifikované ako Specifické



substraty pre tTG.

Dékazy o vyznamnej dulohe tTG pri hojeni réan boli tieZ
ziskané z imunifluorescenénych Studii na kultibovanych WI38
bunkdch /plicne embryonidlne fibroblasty/, ktoré nevykazuji
extracelularnu tTG aktivitu 2a normalnych podmienok, ale
existuje u nich extraceluldrna depozicia enzymu pri
arteficidlnej tvorbe rdn. Pravdepodobne pasivnym uvolnenim
enzymu 2z poranenych buniek nasleduje nekovalentnd vidzba na
ECM, hlavne na fibronektin a fibrildrne kolagény a enzym je
aktivny pocas niekolkych hodin /Upchurch, H.F.et al., J Cell
Physiol. 1991, 149: 375 - 382/. V Krysom modeli, tieZ po
tvorbe poraneni bolo detekované 5 denné zvySenie aktivity tTG
/Bowness, J.M.et al., Biochem. Biophys. Acta, 1988, 967: 234
- 240/. TieZz pri inkubacii iyzétu Tudskych erytrocytov s
plazmou mdZe byt detekovand silnd afinita uvolnenej tTG k
fibronektinu /Loraud,L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci..USA
1988, 85: 1057 - 1059/. VSetky objavy ukazuji, Ze viazba tTG
na ECM ma centrdlnu uUlohu v skorej faze hojenia rén a hlavne,
Ze spdsobuje stabilizdciu fibrinu spolu s faktorom XIII, &o
tvori ochranni vrstvu a stabilny adhézivny substrit okolo
poskodenych buniek prostrednictom skriZenej vazby
extracelularnych proteinov. Doteraz nebol pri stavovcoch
detekovany Ziaden enzym schopny Stiepenia tTG katalyzovanych,
enormne stabilnych skriZenych vizieb.

Na zéklade =zisteni, Ze tTG je autoantigénom pri sprue,
je vynalez tiez zamerany na pouZitie tTG, zl4c¢enin
obsahujucich tTG, jeho antigénne &truktiry, imunologické
sekvencie a analégy pri diagnostike a Xontrole terapie
ochoreni, spojenych s imunologickou reakciou proti uvedenym



zliéenindm. Konkrétne mdzZu byt tymto spdsobom diagnostikované
akitne zapalové ochorenia ako 3je pneumdénia, glomerulone -
fritida, virusovd hepatitida alebo chronické zapalové
ochorenia ako je Crohnova choroba, Colitis ulcerosa alebo
autoimunitné ochorenia ako je autoimunitnd hepatitida |,
Sjogrenov syndrém, Wegenerova granulomatéza, reumatoidna
artritida, idiopatickd orgdnova fibréza, ako je napriklad
plicna fibrdéza. Hlavne je vyhodny detekény test pre
diagnostiku a kontrolu terapie sprue. PretoZe tento test mdie
byt urobeny rychlo a lacno, umoZifiuje vySetrovanie populécie
na pritomnost protildtok proti tTG.

tTG pouzity podla predkladaného vynadlezu mbZe byt
zvieracieho, syntetického alebo rekombinantného pévodu a to
isté plati pre zliceniny obsahujlice tTG, Xtoré mézu byt
naviac ﬁombinovaného pdvodu /napriklad - zvieraci tTG spolu so
syntetickym peptidom/.' Podla predkladaného vyndlezu su
zliéeniny obsahujice tTG chemické zluceniny tTG alebo jeho
analégov s proteinmi. Podla predkladaného vyndlezu si tTG
analégy alebo analdgy tychto zluéenin obsahujlicich tTG vSetky
antigénne struktiry, ktoré reaguji s protilatkami proti tTG
alebo zlidenindm obsahujuicich tTG, napriklad syntetické
peptidy. Imunoreaktivne sekvencie sU fragmenty tTG alebo
zliGenin obsahujicich tTG, ktoré sG vyrobené proteolyzou
syntézou alebo genetickym spracovanim, rovnako ako varianty
ziskané vymenou aminokyselin.

Imunologickd detekcia podla predkladaného vyndlezu Jje
urobena podla dobre znamych technik. Tak mdZe byt pre
detekciu protildtok u pacienta pouzitd akdkolvek priama
/napriklad za pouzZitia senzorového ¢&ipu/ alebo nepriama
technika.
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Pri priamych technikdch je vazba detekovanej protilatky
na antigén uréend prostrednictvom zmeny fyzikalnych alebo
chemickych vlastnosti, takZe nie si potrebné nadsledné kroky
detekcie, vyuZivajuice znac¢ené vazbové druhy protilatok.

Podla predkladaého vynadlezu je vyhodné detekovat
protilatky proti tTG pomocou imunotestu, vyhodne imunotestu
na pevnej faze s priamym alebo nepriamym naviazanim reaké&ného
¢inidla na lahko detekovatelni oznaceni substanciu.
Vyhodnej&ie mbéZe byt detekcia urobend s pouzitim ELISA alebo
RIA alebo imunofluorescenéného testu. Techniky pouzité_pri
takychto metédach detekcie sui odbornikom v odbore dobre
zname.

V ELISA Jje napriklad antigén, v tomto pripde tTG,
naviazany priamo alebo nepriamo na nosié ako je napriklad
polystyrén. Po inkubacii s detekovanou pfotiiétkou,'napriklad
zo séra pacientov, si protilatky naviazané na antigén
detekované priamo alebo nepriamo pomocou substancii s
naviazanym enzymom. Tymito substanciami méZu byt protilatky,
fragmenty protildtok alebo vysokoafinitné 1ligandy, ako je
avidin, ktory sa viaZe na biotinovi znaéku. Ako enzymy moZno
pouzit napriklad peroxiddzu, alkalickd fosfatédzu, 8 -ga-
laktosidazu, uredzu alebo glukézaoxiddzu. Naviazané enzymy a
tak aj naviazané protilatky, mbzu byt kvantifikované,
napriklad pomocou pridania chromogénneho substrétu.

V RIA je antigén, napriklad tTG, naviazany podobne
priamo alebo nepriamo na nosié¢, ako je napriklad polystyrén.
Po inkubécii s detekovanou protildtkou, napriklad zo séra
pacientov, suU protilatky naviazané na antigén, detekované
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pomocou radioaktivne oznadéenych substancii, napriklad
substancii oznacéenych 1125, Tymito substanciami mdézZu byt
protilatky, fragmenty protilatok alebo vysokoafinitné
ligandy, ako je avidin, ktory sa viaZe na biotinovi znag¢ku.
Naviazand radioaktivita méze byt kvantifikovana pomocou
vhodného meracieho pristroja.

V imunofluorescencnom teste s protilatky naviazané na
antigén detekované podla rovnakého principu pomocou
fluorescen¢ného c¢inidla oznacenych substancii, napriklad
substancii oznaéenych fluorescein-izotiokyanatanom /FITC/.
Tymito substanciami méZu byt protilatky, fragmenty protilatok
alebo vysokoafinitné 1ligandy, ako je avidin, ktory sa viaze
na biotinovi 2znad¢ku. MnoZstvo naviazaného fluorescencného
farbiva je potom kvantifikované pomocou vhodného meracieho
pristroja.

¥

Podla predkladaného vyndlezu je tieZ moZno detekovat
protilatky u pacienta v aglutinadénom teste alebo Vv teste
gélovej diftzie. Tieto detekéné testy su tieZ odbornikom v
odbore dobre zname. Tak v teste gélovej difuzie je roztok
antigénu alebo protilatok, napriklad umiestneny do tesne
sosediacich jamék agaru alebo agarozovych platni. V tomto
pripade méZe byt roztok antigénu napriklad roztok tTG a
roztok protildtky mdZe byt napriklad krvné sérum. Ked
substancie difunduji pre¢ zo svojich Jjamiek, tvoria sa
koncentracné gradienty od jemiek. Ak prekryvajlice sa
koncentrdacie protilatky a antigénu v géli spadaju do
Specifickych pomerov a roztok protilatky obsahuje protilatku
proti antigénu, potom sa v géli tvoria detekovatelné
zrazeniny.
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V aglutinac¢nom teste s castice nestce antigén /napriklad
tTG/, vyrobené napriklad z latexu alebo polystyrénu, kriZene
viazané s protilatkami, napriklad zo séra. Tvorené agregaty
mézu byt detekované napriklad pomocou turbidimetrickej -
analyzy. '

Podla predkladaného vyndlezu je hlavne vyhodné
realizovanie detekcie v sére pacientov so sprue pomocou
IgA-Specifickej alebo IgG Specifickej ELISA. Bolo zistené, Ze
novo vyvinutd detekcia IgA protildtok v sére pacientov so
sprue pomocou ELISA zaloZenej na tTG sa vynimocne dobre hodi
na diagnostiku a kontrolu terapie sprue vdaka svojej vysokej
senzitivite a Specificite. Tato skuto&nost je tieZ jasna pri
sledovani liec¢enych pacientov /pokles titru podas terapie/.
Porovndvanie dat 2z ELISA podla predkladaného vyndlezu s
imunofluorescenénym hodnotenim tretich oséb /detekcia IgA
anti-endomyzium/ vykazuje dobri, konformitu. Nezhody sa
vyskytujﬁlhlavne pri nizkom titre protilatok, no si désledkoﬁ
toho, 2e nepriama fluorecsencia bola doposial povaZovana za
vrcholny sStandard. Okrm iného je toto spdsobené subjektivitou
hodnotenia a nesSpecifickymi sudbeZnymi reakciami, ktoré sa
vyskytuji pri tejto skorsej v odbore znamej techniky.

Zodpovedajica detekcia zaloZend na protilatkach inych
tried, napriklad IgG protilatkach, je vhodnd na identifikéciu
sprue u pacientov s deficitom IgA a na vySetrovanie inych
ochoreni spojenych s imunitnou reakciou proti tTG.

Iné vylepSenie tejto detekénej techniky je dosiahnuté pri
pouziti precistenej tTG od mor&iat, ludskej tTG, sekvencii
alebo analégov ziskanych proteolyzou alebo genetickym
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spracovanim, rovnako ako pri pouziti syntetickych
imunogénnych tTG peptidov v testovacom systéme. ELISA na
diagnostiku a sledovanie inych ochoreni spojenych s imunitnou
reakciou proti tTG bude opisany v priklade 3.3.

Vynalez je tieZz zamerany na ordalny farmaceuticky
prostriedok podla naroku 10 na 1lieébu ochoreni spojenych s
imunitnou reakciou proti tTG, zluc¢enimdm obsahujicim tTG,
jeho antigénnym Struktiram, imunoreaktivnym sekvenciam alebo
analégom. Vyhodne je prostriedok na ordlne podanie tableta
alebo kapsula, kedy je ordlna tolerancia vytvorend podavanim
tTG, zluc¢enin obsahujicich tTG alebo jeho antigénnych
Struktir, imunoreaktivnych sekvencii alebo analdégov. Na
jednej strane je uvedend ordlna tolerancia dosiahnutd oralnym
podavanim autoantigénu a na druhej strane tu existuje

takzvany "pribuzny efekt": ak je autoantigén indukujici
ochorenie neznamy, potom méZe byt v niektorych pripadoch v
oralnej tgrapii pouzity iny antigén kontaktujuci imunitny
syétém' v'cielovom orgdne. Tento anfigén je potom schopny
lokdlnej stimuldcie supresorovych T buniek Specifickych pre
antigén, ¢o vedie k potlaceniu systémovej imunitnej odpovede.
Len vys$$ie davky antigénu indukuji anergiu autoreaktivnych T
buniek.

Oralna tolerancia je prakticky spdsob na liedbu réznych
autoimunitnych ochoreni.

Farmaceutické ¢&inidlo podla predkladaného vynadlezu je
vyhodne pouZité pri liedbe sprue, ale mbéZe sa tieZ pouzit pre
iné chronické =zApalové ¢&revné ochorenia a autoimunitni

hepatitidu.

Podla predkladaného vyndlezu si tTG zluceniny, obsahujice
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tTG, jeho antigénne sStruktiry, imunoreaktivne sekvncie alebo
analégy v davke 0,01 - 100 mg/kg telesnej hmotnosti.

Farmaceutické ¢éinidla pédia predkladaného vynalezu mézZu
pripadne obsahovat farmaceuticky prijatelné pomocné &inidl4,
ako su plnidla, klzné ¢inidla, ¢inidld podporujice
rozpadavost, pojivad alebo &inidl4 upravujice uvolfiovanie, ako
su beZne pouzZivané vo farmacii. Pomer farmaceutickych
pomocnych ¢&inidiel méZe byt rézny, podla vybraného obsahu
aktivneho &inidla a v kaZzdom pripade je od 0,1 % do 20 %
hmotnosti.

Konkrétne, vyhody doiahnuté pomocou predkladaného
vyndlezu je moZno pozorovat v detekénom teste pre sprue a na
kontrolu terapie sprue, kde tento test je neinvazivny, vysoko
Specificky a' je zamerany ©priamo na‘- &inidlo spojené s
ochorenim. Dalej 3je hlavnd vyhoda tohto vyvinutého testu je
t4, Ze je rychly, lahky a lacny, rovnako ako to, Ze existuje
moZnost Standardizdcie medzi réznymi laboratériami. Preto
test umoZniuje WGéinné vySetrovanie populdcie na pritomnost
protilatok proti tTG.

Také potencialne kvantitativne hodnotenie je pre
objektivitu dat ziskanych v teste, lepSie v porovnani s
hodnotenim pomocou imunofluorescencie, ktoré obsahuje
subjektivnu zloZku. Okrem toho, imunofluorescenéné hodnotenie
je, hlavne pri nizkych titroch, ovplyvnené neZiadicim
spésobom -neSpecifickymi stbeZnymi reakciami. Pri pouZiti
Specifického autoantigénu v teste méZu byt v najvyssSej mozZnej
miere eliminované nesSpecifické reakcie na materidli, ziskanom
Zz paZerdka primdtov alebo pupocénika.
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PretoZe test Jje pouZitelny na triedu IgA protilatok,
rovnako ako na iné triedy protilatok, su tieZ identifikovani
pacienti s deficitom IgA. Detekcia 2zaloZend na protilatkach
proti tTG je tieZ vhodna na identifikdciu, vySetrovanie a
kontrolu terapie inych 6choréni spojenych s imunitnou
reakciou proti tTG.

Tiez Jje moZné - dbésledkom identifikacie tTG ako
autoantigénu pri sprue - pouZit tento autoantigén alebo jeho
imunoreaktivne epitopy /sekvencie, analdgy alebo syntetické
peptidy produkované proteolyzou alebo genetickym spracovanim/
v oralnej terapii sprue a inych ochoreni spojenych s
imunitnou reakciou proti tTG.

Priklady realizidcie vyndlezu

Priklad 1 - Izoladcia a charakterizadcia autoantigénu

1.1. Imunofluorescenia, APAAP farbenie

Farbenie bolo robené na réznych buneénych liniach
fixovanych v 100 % metanoeu poc¢as 2 minit pri - 20 Oc.

Pri imunofluorescentnej detekcii boli pripravky
inkubované so sérom od pacientov so sprue a s kontrolnym
sérom v prisludnom poradi, boli premyté a urobila sa detekcia
pomocou TRITC-znadenej krdlicej protilatky proti ludskému IgA
/Schuppan et al.,J.Biol.Chem. 1990, 265: 8823 - 32/.
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Znacenie APAAP bolo urobené po inkubacii buniek so sérom
od pacientov so sprue, po premyti a naslednej detekcii
pomocou APAAP Kkomplexu /Cordell, J.L.et.al., J.Histochem.
Cytochem. 1984, 32: 219 - 229/.

V tychto testoch vykazuji HT1080 /bunky Iudského
fibrosarkomu/, WI138 /Yudské plicne embryondlne fibroplasty/,
Hepl a Hep2 /bunky hepatocelularneho karciému/ rovnaké
pozitivne cytoplazmatické signdly 2o sérami od pacientov,
pokial normidlne séra alebo séra dopredu oSetrené Tudskym IgA
nevykazuji Ziadne oznacenie. ILudské fibroplasty predkozky,
Iudské radbomyosarkomové bunky /RD/ krysie Ito/krysi Morris
hepatémovej a psej MDCK bunky vykazovali len velmi slabé a2
negativne reakcie.

1.2. Metabolické znacenie buniek a imunoprecipitécia
autoantigénu '

Charakterizacia a 1izolacia autoantigénu bola urobeni
pomocou HT10780 buniek.

Bunky boli kultivované s L-alanyl-L-glutaminom, 10 $
fetalnym telacim sérom /FCS, Gibco/, 100 U/ml penicilinu a
100 mg/ml streptomycinu /Seromed/ v Dulbecco modifikovanom
Eagle médiu /DMEM, Gibco/ pri 370c a 8 3 CO,. Pre metabolické
znacenie boli bunky prenesené na kultivaéné platne o priemere
5 cm a po dosiahnuti asi 90 % konfluencie boli uchovavané v
médiu bez metioninu a FCS a potom bolo médium nahradené 3 ml
média bez FCS, ktoré obsahovalo 39S-metionin /0,2 mCi.
Expre3ss358, NEN-Dupont/. Po 16 - 20 hodindch inkubdcie bol
odstraneny supernatant. Bunky boli premyté fosfitovym pufrom
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/PBS, Seromed/ a potom boli lyzované v 3 ml lyzac¢ného pufru
/50 mM tris-HCl1l, 150 mM NaCl, 0,5 % Tritén X-100, 0,5 $IGEPAL
CA-630 neionického detergencného ¢&inidla /Sigma/, CompleteR
inhibitora proteas /Boehringer/ , pH 7,5/. Potom bola urobena
imunoprecipitacia - pomocou CNBr-aktivovanej Separoza 4B
/Pharmacia/ako v médiu, tak v 1lyzate buniek.

Aktivacia a vdzba na Separézu bola urobend podla navodu
vyrobcu. Po napuc¢ani a premyti v 1 mM HCl, pH 2,5 bola
Separ6za aktivovand CNBr inkubovand s kralic¢ou protilatkou
proti Iudskému IgA /Dianova, 2,4 mg protilatky na ml
Separézy/ v 0,1 M NaHCO; 0,5 M NaCl, pH 8,3 pri 49 ¢ cez noc.
Nenaviazané protilatky boli odstrdnené premytim vo vazobnom
pufri a neobsadené vazobné miesta boli nasytené pridanim 1 M
etanolaminu, pH 9,0, pri izbovej teplote, 2 hodiny. Potom
bola Separdéza premytd 3x striedavo /kaZdy raz 10x objemom/
0,1 M octanom sodnym, 0,5 M NaCl, pH 4,0 a 0,1 M Tris-HC1,
0,5 M NaCl, pH 8,0 a potom nasledovala inkubacia Separézy so
sérami od pacientov so sprue a od zdravych osbb, vo vazobnom
pufri /50 mM Tris- HCl, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl, 1 mM MgCl,,
pPH 8,0 / pri teplote 4%c cez noc. Nadbytok sérovych
protildtok bol odstraneny trojitym premytim vdzobnym pufrom.

Kazdy raz bol 1 ml HT1080 média alebo lyzatu buniek
/priblizne 5 x 104 buniek/ metabolicky znacenych buniek
inkubovany s 50 ml Cl4B Separézy /Pharmacia/ poc¢as 30 minuit
pri izbovej teplote, na odstrénenie neSpecificky sa viaZicich
proteinov. Po centrifugacii /10000 x g, 5 mindt, 49 ¢ / bol
kazdy spernatant inkubovany za trepania pri 49 ¢ cez noc s 50
nl Separézy, na ktord boli dopredu naviazané IgA od pacientov
a kontrolnych osbéb.

Pelety separézy boli potom premyté kazdy raz 3 x 1 ml
premyvacieho pufru /10 mM Tris-HCl, 1 % IGEPAL CA-630
/SIgma/, 0,5 % deoxycholdtu sodného, 0,1 £ laryl siranu
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sodného. CompleteR /Boehringer/ pH 8,0 / a potom 1 ml 10 mM
Tris-HC1l pH 8,0. Potom boli pelety umiestnené do SDS
testovacieho pufru, boli inkubované podas 5 mindt pri 95 Oc
za redukénych alebo neredukénych podmienok, bola urobena
separacia na 10 - 12,5 ‘% SDS polyakrylamidovom géli /Lammli.
U.K., Natufe 1970, 227: 680 - 685/ a bola urobenad detekcia
pomocou autorddiografie /obr. 1/.

V dalSom vysetrovani bolo zistené, ze protein s vysokou
molekulovou hmotnostou naviazany v médiu je fibronektin,
ktory okrem iného je neSpecificky naviazany na Separdzu.

No s bunkami asociovany protein o hmotnosti 80 kDa mdézZe
byt vyzrdZany tymto spdsobom zo vSetkych 30 doteraz pouzitych
sér od pacientov so sprue, no nemdze byt vyzradZany z 15
kontrolnych sér, v&itane normdlnych sér, sér od pacientov s
Colitis ulcerosa a Sjorgenovym syndrémom. 2 Fejto.skutoénost;
bol vyvodeny 2zaver, ‘Ze tento brotein predstavuje zakladny
autoantigén pri sprue.

Pomocou proteinového farbenia gélov pmocou dusiénanu
strieborného /Henkenshoven, J. et al., Electroforesis 1985,
6: 103 - 112/ , bol tenky proteinovy prizik priradeny k
autorddiograficky viditelnému 85 kDa praziku.

1.3. Izolacia a precistenie 85 kDA autoantigénu
Na izoldciu vacésSieho mnoZstva autoantigénu bolo
kultivované celkom 65 kultivaénych platni /kazda 175 cmz/ S

HT1080 bunkami. Kratku dobu pred dosiahnutim konfluencie bolo
médium nahradené médiom bez FCS a potom nasledovala inkubéacia
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poéas dalsich 16 - 20 hodin v CO, inkubédtore.Lyza a
imunoprecipitacia, v  prislusnom poradi, boli urobené
technikami opisanymi vysSsie. Sepharosova peleta bola
inkubovana v celkovo 4,5 ml SDS testovacieho pufru s 2 %
DL-ditiotreitolom /Sigma / pqoéas 5. minat pri 95 Oc na
oddelenie naviazanych pfoteinov a potom bola vySetrovani v
analytickom SDS polyakrylamidovom géli.

Na dalsie predistenie autoantigénu bola imunozrazenina
separovand pomocou vylucovacej elektroforézy nasledujuicim
spésobom, pri pouZiti Prep Cell /Model 491 BIO-RAD /: 4,5 ml
proteinovej zmesi bolo umiestnené na vrchol okrthleho éélu
/vonkajsi priemer : 3 cm/ ktory sa skladal z 6,5 cn
separacného gélu / 8 % polyakrylamid, pH 8,8 / a 1,5 cm
odberového gélu /4 % polyakrylamid, pH 6,8 / a bola urobena
separdcia pomocou elektroforézy. Jednotlivé proteiny boli
odoberané vo vymyvacom pufre /25 mM Tris-HCl, 0,1 M glycin,
0,01 % SDS, pH 8,3 / ako frakcia po 1,2 ml /0,8 ml/min/.
Eluované frakcie boli vysSetrované v SDS-PAGE a frakcie
obsahujice pozadovany protein boli kombinované a
koncentrovali sa na celkovy objem pribliZzne 1 ml pomocou
ultrafiltrdcie /Amicon Centriprep-50, pri 1000 x g /.

1.4. Travenie autoantigénu proteazou

Z niekolkych testovanych proteaz bola urcéena
endoproteindza Asp-N /sekvencénej ¢istoty,Boehringer Mannheim /
ako vhodna proteaza pre fragmentdciu, pretoZe umoZinuje
vyznamnym spdsobom reprodukovatelny charakter Stiepenia s
relativne dobre separovatelnymi fragmentami. Koncentréacia
enzym/substrdt bola upravend na 1 : 100 a travenie bolo
urobené pocas 30 minat pri 37 Oc.
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1.5. Prenos na PDVF membranu

Po traveni precisteného antigénu boli peptidové
fragmenty separované na preparativnom 10% Tricine géli
/Schagger, H.et al., Anal.Biochem.1987, 166: 368 - 379/,
/obr. 2/ a boli'preneéené pri 49¢c na PVDF membrénu /poly-
vinylidendifluorid, Immobilon ™ , Millipore/ semi-suchou
"fastbolt" technikou pri pouziti elektrédovych platni
obsahujicich grafit /Fastblot B32/33, Biometra/. Na anédovi
dosku boli umiestnené nasledujlce vrstvy: 1/ filtraény papier
namo¢eny v andédovom pufri 1 /300 mM Tris-HCl, 20% metanol, pH
10,4/, 2/ filtra¢ény papier namo&eny v anddovom pufri 2 / 30
mM tris-HCl, 20 % metanol, pH 10,4/,3/ PVDF membféna
aktivovana v metanole a uvedena do rovnovdhy v anédovom pufri
2, 4 / Tricine gél, 5/ dva filtraéné papiere namodené v
katédovom pufri /25 mM Tris-HCl, 40 mM kyselina —amino-n-ka-
prénova, 20 % metanol, pH 9,4/,6/ katédovd doska. Prenos bol
urobeny poc¢as 35 minit pri 180 ma.

Potom bola PVDF membrana farbena v 0,1 $ Coomassie Blue
Serva R-250, 50 % metanolu pocas 5 minit, bola odfarbend 50 %
metanolom, 10% Kkyselinou octovou, bola dékladne premyta
destilovanou vodou a bola su$Send vzduchom. Charakteristické
pruziky traveného autoantigénu o 10 kDa, 16 kDa a 25 kDa boli
starostlivo vystrihnuté a bolo urobené prvé sekvencovanie na
N konci.

1.6. Edmanova degradacia
/Podla Edman a Henschen: Needleman, S.B., Protein

Sequence Determination, Springer Verlag, Berlin, 1975, 232 -
279/.
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Sekvencovanie za pouzitia Applied Biosystems 4778~
Sequenator viedlo k zisku troch aminokyselinovych sekvencii,
ktoré boli porovnavané so Swiss Prot 31 databazou /pomocou
PC/GENES, IntelliGenetics/. Z tohto porovnavania mohlo byt s
minimdlnym nesiladom urobené .priradenie troch fragmentov k
Tudskej tkanivovej transglutamindze /tTG, EC 2.3.2.13,protein
glutamin 7=glutamyltransferdza/. Dobékazy si uvedené pomocou
"jednopismenného kédu", X znamend neidentifikované:

t- Transglutaminaza: 28 - REKLVVRRGQPWF
10 kDa fragment : REKLVVRRGQPF /S/

t-Transglutamindza: 581 - DLYLENPEIKIRILG
14 kDa fragment : DLYLENPEIXIXILG

t-Transglutamindza: 438 =-DITHTYKYPE
16 kDa fragment : DITLTYQYP /V/

Ziadna nejednoznaénd sekvencia nemohla byt priradena k 25
kDa fragmentu, pretoZe tento fragment bol peptidovou zmesou.

Priklad 2- Potvrdenie tkanivovej transglutamindzy /tTG/
ako autoantigénu pri sprue

2.1. Imunoprecipitdcia morcacej tTG

PretoZe je komercne dostupnd a ma homolégiu sekvencie
/>80%/ s ludskou tTG , bola tTG 2z peéene moréiat /Sigma/
najskér separovand gélovou elektrofoézou, na overenie jej
&istoty. Okrem dalsich niekolko inych proteinov predstavuje
tTG, pribliZne s 50%, jeden z hlavnych priZikov.

Hoci sa JTudskd tTG majlica 687 aminokyselin 1isi od
moréacieho proteinu majiceho 690 aminokyselin len mierne,
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vykazuju tieto dva proteiny znacne odlisSné migracné
charakteristiky v SDS polyakrylamidovom géli. Pokial protein
zvieracieho pévodu sa objavi v 75 - 80 kDa, ako sa odakava,
Iudsky protein mé vyznamne pomal$iu migraciu zodpovedajlicu
molekulovej hmotnosti 85 kDa, ako je opisané v literatire
/Gentile,V. et al., J.Biol.Chem. 1991, 266: 487 ~ 483/, aj
napriek zjavne chybajicej N-glykosylacii.

Reaktivita ZTudskej autoprotildtky zo séra pacientov so
sprue 2z morcacej tTG bola testovand v imunoprecipitaénom
teste. V tomto teste sa 4 mg tTG /Sigma/ v 500 al lyzaé'ného
pufru a 0,5 % hovadzi sérovy albumin mixovali pri 49¢c cez noc
s IgA od pacientov so sprue naviazanym na 4B Separdzu,
premyli sa, uviedli sa do varu v SDS testovacom pufri za
redukénych podmienok a separovali sa na 10 %
polyakrylamidovom géli /cf., 4.1.2./ Tu sa vyskytovalo
Specifické vyzrdZanie ocakdvaného pruzika /m.h. 86 kDa/, ale
Ziadne vyzraZanie kontaminujucich zloZiek.

2.2. Potvrdenie tTG ako autoantigénu vo Wester blot
teste

Po separdcii 2 ug morcacej tTG na SDS géli a po prenose
do nitroceluldézy bola Skvrna blokovand v PVS, 2 $%nizkotucnom
odstredenom mlieénom prasku, 0,3 % Tween 20, pH 7,3, pri 4 Oc
cez noc. Potom nasledovala 1 hodinovd inkubdcia so sérom od
pacientov so sprue /1/200/ v rovnakom pufri, tri kroky
premytia a Jjednohodinova inkubdcia s kraliéimi protilatkami
proti Iudskému IgA s naviazanou alkalickou fosfatdzou
/ 1/500 /. Skvrny boli premyté v PBS a vyvijali sa Nitro Blue
Tetrazolium a 5-brém-4-chlér-3-indolyfosfdtu ako substratu
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/Blake,M.S- et al., Anal.Biochem. 1984, 136: 175 - 179/.

75 - 80 kDa pruzik daval jednoznaéne pozitivny signdl so
sérom od pacientov so sprue, &o je dalsim dékazom, Ze sérum
pacientov so sprue obsahuje protilatky triedy IgA proti tTG,
pokial kontrélne séra neddvali Ziaden . signal.

2.3. Potvrdenie tTG ako endomyzidlneho autoantigénu
pomocou nepriamej fluorescencie

Tkanivové rezy 2z paZerdka od primatov /Euroimmun, Germany/
boli pouzZité v nepriamej detekcii IgA protilatok proti
endomyziu v sére od pacientov so sprue a pri preukézani'ich
inhibicie tTG. Po pre-inkubacii 10 ml séra od pacientov
riedeného 1/320 v PBS s 0,5 alebo 10 ug tTG od moréiat
/Sigma/ a 10 mag BSA  /Sigma/ pocdas 1 hodiny pri teplote
miestnosti bola ich inkubacia s uvedenymi rezmi hrtana urobena
po¢éas 1 hodiny pri teplote miestnosti v zvlhéenej atmosfére.
Sérum od pacientov so sprue / 1/320 / a sérum od zdravych
jedincov / 1/50 / bolo pouZité ako pozitivna a negativna
kontrola,v prisluSnom poradi. Po trojitom premyti rezov v
PBS/0,2 % BSA a suSenie vzduchom bola urobend detekcia
autoantigénu  TRITC-zna¢enou krdlic¢ou protildtkou proti
Tudskému IgA /Dianova/, ktora bola riedena 1/50 v PBS, poéas
1 hodiny pri teplote miestnosti. Nadbytok protilatky bol
odstraneny postupnym premytim PBS/0,2 % BSA, PBS a
destilovanou vodou.

Sérum od pacientov vykazovalo jasné farbenie ECM
protildtkami triedy IgA, kde toto farbenie bolo inhibované
pridanim stipajicich koncentracii tTG, ale nie pre-inkubdciou
s BSA. Kontroly vyuZivajlice séra od zdravych Jjedincov

nevykazovali akékolvek farbenie rezov paZerika.
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Priklad 3 - Vyvoj ELISA Specifického pre sprue s IgA
protildtkami pre diagnostiku a sledovanie
sprue

lug morcace]j tranéglutaminézy /Sigma T-53§8/ a iOO/ui PBS
bolo pipetou vnesené do kaiZdej jamky polystyrénovych
mikroplatni /Greiner Labortechnik, 96 3jamiek/ a bola urobena
inkubidcia poéas 2 hodin pri 37 9c za mierneho rotaéného

pohybu. Nenaviazand tTG bola odstranend premytim v PBS / 3 x

200/01 / a volné vazobné miesta v jamkdch boli blokované 1%

hovéddzim sérovym albuminom /Sigma / v 250 ml PBS pri 40 C cez

noc. Po premyti PBS /0,1 % Tween 20 / 3 x 200 pml / boli jamky
inkubované s postupnymi riedeniami séra v PBS / 0,1 % Tween

20 / 100 jml / pocas hodiny pri teplote miestonsti za mierneho

rotaéného pohybu, boli premyté PBS /0,1 % Tween 20 / 3 x 200

Ml / a potom bola urobend inkubdcia kralidou protilatkou

proti Iludskému IgA konjugovanou s peroxiddzou /Dianova /

1/400 v 100 aml PBS/Tween 20/ pocas 1 hodiny pri teplote

miestonsti. Po premyti PBS / 3-krat/ bola urobend mimitova

inkubacia pri teplote miestnosti v tme, pomocou 200 ml 0,1 M

citrdtového pufru, 17,6 mM H,0,, 5,5 mM o-fenyléndiaminhy-

drochloridu /Sigma/, PpH 4,2 a néaslednd detekcia vytvoreného
zafarbenia v ELISA c¢itaéi / MRX, Dynatech, Laboratories /
pri 450 nm.

20 sér od pacientov so sprue bolo testované pred a po
lie¢be bezlepkovou diétou, t.j. v aktivnej a neaktivnej féaze
ochorenia. Bolo zistené, Ze test je vysoko senzitivny, s -
dobrou koreldciou s hodnotami aktivnej faze sprue.
Terapeuticky tuspech ako vysledok dodrZiavania diéty sa
odrazil v zniZeni IgA protilatok proti <tTG. Vysoka
senzitivita bola jasnd pri nizkej extincii / zakladnej
hladiny/ kontrolnych sér od zdravych jedincov, od pacientov s
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colitis ulcerosa, pecenovou cirhézou, rbéznymi nadormi,
Sjorgenovym syndrémom atd. /obr. 3/.

3.2. Vyvoj ELISA vyuZivajliceho protildtky inych tried na
diagnostiku a sledovanie sprue, napriklad
protilatkami IgG

PretoZe asi 2 % pacientov so sprue mad deficit IgA, boli
séra testované na senzitivitu a §pecificitu IgG protilatok
proti tTG. ELISA test bol urobeny rovnakym spbsobom ako v
3.1., 1len protilatka proti Iudskému IgA s naviazanou
peroxiddzou /Dianova/ bola nahradend protildtkou proti
Tudskému IgG /Dianova /. S prihliadnutim na ich senzitivitu
zodpovedali hodnoty od pacientov so sprue pred a po
bezlepkove] diéte hodnotam ziskanym pri pouziti IgA
protilatok.

Niektoré 2z kontrolnych sér vykazovali mierne zvySené
hodnoty, &o zodpovedd zisteniam ziskanym skor, Ze Specificita
protilatok proti endomyziu je redukovana Vv nepriamej
imunofluorescencii triedy IgG /obr. 4 /.

3.3. Vyvoj ELISA testu pre diagnostiku a sledovanie inych
ochoreni spojenych s imunitnou reakciou proti tTG,
napriklad protilatkami triedy IgG

ELISA test bol urobeny rovnakym spdésobom ako v 3.2.
Séra od pacientov s chronickymi zapalovymi alebo
autoimunitnymi ochoreniami /Colitis ulcerosa /C.U./, Crohnova

choroba, akiitna autoimunitnd hepatitida / vykazovala mierne
az stredne zvySené hodnoty.
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Tak je pomocou IgG Specifického ELISA testu na
autoprotilatky proti tTG moZnd diagnostika a kontrola terapie
u pacientov trpiacich chorobami spojenymi s imunitnou
reakciou proti tTG.

Priklad 4 - Nova funkcia tkanivovej transglutaminazy
/tTG/ v sKkriZenej vazbe gliadinu

Hoci Jje pre reakcie katalyzovenej tTG dostupné Siroké
spektrum akceptorov acylovej skupiny, len niekolko molekil
mdéZe pdsobit ako donor acylovej skupiny. V in vitro pokuse
mbze byt stanovena tTG sprostredkovana inkorporécia
rddioaktivne oznac¢eného putresceinu do gliadinu a tak funkcia
gliadinu ako donorového substrdtu tTG. V 160 pl pufri /0,1 M
Tris-HC1l, 150 mM NaCl,5mM CaCl, pH 7,5 / boli 1 jpg substratu
/gliadinu alebo kontrolnych proteinov ako je albumin, / 2 aCi
/3H/-putresceinu a 1 pg tT6¢ / z morcéiat, Sigma/ inkubqvgné
pocas 2 hodin pri 37. Oc. Reakcia bola ukon&ena bridanim 100
ul 50% kyseliny trichlérovej /TCA/ a proteiny boli zrazZané
pri 4 O¢c cez noc.Po centrifugacii boli pelety premyté 10 %
TCA, boli rozpustené v SDS testovacom pufre a bud boli
separované Vv SDS-PAGE, alebo boli pouzité pri scintilacénom
odéitani. Pokial Ziadna inkorporacia putresceinu nemohla byt
uréend pri kontrolach, vykazoval gliadin jasni inkorporaciu
/3H/—putresceinu ako pri scintilacénom od¢itani, tak v
SDS-PAE, o je dbékazom, Ze gliadin je vybornym substratom pre
tTG.
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Skratky:

Ab : protilatka

APAAP: alkalicka fosfatdza anti-alkalicka fosfatdaza
BSA: hovadzi sérovy albumin .

cm: centimeter

DMEM: Dulbeccovo modifikované Eagle médium
EC: enzymové spracovanie

ELISA: enzymovo viazany imunosorbentny test
ECM: extracelularny matrix

FCS: fetadlne telacie sérum

h: hodina

H,0,: peroxid vodika

HLA: Iudské lymfocytarne antigény

IEL: intraepitelové lymfocyty

Ig: imunoglobulin

kDa: kilodalton

M: mol

mA: miliampér

MHC: hlavny histokompatibilny komplex

min: minuta

mM: milimél

Mp: relativna molekulova hmotnost

ug: mikrogram

ul: mikroliter

PAGE: polyakrylamidovad élovd elektrofosforéza
PBS: fosfatovy pufer

PLA,: fosfolipaza A,

PVDF: polyvinylidendifluorid

SDS: dodecyl siran sodny

TCA: kyselina trichléroctova

TGF: transformujici rastovy faktor

Tris: Tris/hydroxymefyl/aminometén

tTG: tkanivova transglutamindza
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PV ¢ 7-99

PATENTOVE NAROKY

1. Spbsob pre imunologicki identifikdéciu celiakie,
vyznadc¢uijhu ci sa t Y m, Ze anti-tTG protilatky v '
telesnych kvapalinach su detekované imunoreakciou s
tkanivovou transglutaminazou /tTG/, SO zlhiéeninami
obsahujuicimi tTG, s jej antigénnymi Struktirami, jej
imunoreaktivnymi sekvenciami alebo analdgami.

2. Spbdsob podla ndroku 1, vy znacdujiuci 'sa
t ¥ m, Ze si detekované Iludské IgA alebo IgG protildtky.

3. Spbébsob podla nadroku 1 alebo 2 vyznaéuijiu-
ci sa ty m Ze tTG alebo zlui¢eniny obsahujice tTG su
lIudského, zvieracieho, syntetického alebo' fekombinantﬁého
pbévodu.

4. Spbésob podla akéhokolvek 2z narokov 1 azZ 3 VvV y -
Zznacéujuci sa tym Ze detekcia je urobend pomocou
znameho imunotestu, vyhodne s priamym alebo nepriamym
naviazanim jedného reaktantu na dobre detekovatelni znacéiacu

» substanciu.

5. Spbsob podla nidroku 4, vy znacédujidci s a
t ¥y m, Ze detekcia Jje urobend na pevnej faze.

6. Spbsob podla naroku 4, vy znadcujuici sa
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t ¥y m, Z2e detekcia je urobend pomocou ELISA, RIA alebo imumo-
fluorescencného testu.

7.Pouzitie  tTG, zlucenin  obsahujuicich tTG, ich
antigénnych étruktﬁr, ich imunoreaktivn&ch sekvencii alebo
analégov Vv diagnostike a kontrole terapie autoimunitnych
ochoreni.

8. PouZitie podla ndroku 8 pre diagnostiku a kontrolu
terapie celiakie.

9. Oralny farmaceuticky prostriedok obsahujici tTG,
zli¢eniny obsahujuce tTG, Jjej anigénne Struktiry, Jjej
imunoreaktivne sekvencie alebo analégy a volitelne
farmaceuticky prijatelné pmocné &inidlo na liecbu celiakie.

10. Pouzitie 2zluc¢enin obsahujicich tTG, ich antigénnych
Struktir, ich imunoreaktivnych sekvencii alebo analégov na
vyrobu oralnych farmaceutickych prostriedkov na 1liecbu
celiakie.
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