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nepfimém stanoveni analyzovaného parametru darcovského
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Zpusob urcovani nebo zjistovani po3kozeni darcovského organu po

xenotransplantaci pomoci analyzy latek pochazejicich z organu darce

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplisobu zjistovani po3kozeni dércovského organu
po xenotransplantaci, a to uréenim nebo detekci pfitomnosti
analyzovaného parametru darcovského organu v biclogické tekutiné.

~
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Dosavadni stav techniky

V soucasné dobé se svadt potykd s nedostatkem darcovskych organt
pro alotransplantaci (napf. jater, ledvin a srdci). Cbhjevily se
navrhy, a bylc i prokdzéno, Ze tento problém lze, byt do&asné,
pfekonat pouZitim organt zvifat pfed vlastni ortotopickou
transplantaci. Chari, R.S., et al. (The New England Journal of
Medicine 1994; 33, &. 4, s. 234-237) Fe3ili selhani funkce jater ex
vivo perfuzi prase&ich jater s naslednou ortotopickou transplantaci
jater. Jeden pacient tak zlQistal ve stabilizovaném stavu pc dobu 10
dni a poté u né&j byla Uspé&3né provedena ortotopicka transplantace
jater. DEivEj8i pokusy o transplantaci orgénd mezi rdznymi
zivoliSnymi druhy (xenotransplantace) v3ak dosud nebyly usp&3né kvili
jevu, oznalovaném jako hyperakutni rejekce, kdy dojde b&hem n&kolika
hodin od implantace pfijemci k odhojeni (rejekci) novéd
transplantovaného organu, ktery neni imunitnim systémem hostitele
pfijat. Pokrok, dosaZeny v posledni dob& v oblasti molekularni
genetiky, umoZnil vyvoj transgennich zvifat (hlavné vepfa), jejichi
organy jsou geneticky upraveny tak, aby byly po pFenosu do organt
jinych Zivo&idnych druhl mén& imunogenni (napf. &lovék versus primat
jiny neZ &lovék) (Transplant News 1995; 5, &. 9). V této zpravé se
piedpoklada moZnost, Ze imunotolerance se zajisti expresi genu pro
lidsky "faktor akcelerace rozkladu" v transgennim organu, ktery
zabrani aktivaci komponent komplementu hostitele (napf. komplexu Cb3)

a omezi tak hyperakutni rejekci na minimum. Stejné jako v pPipadé
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transplantace organi stejnych #ivodisnych druhut (alotransplantace)
vsak rejekce xenograftu stile jedté pfedstavuje problém, s nimi se
musi transplantolog potykat, a ktery je dale komplikovan zjevnou
skutenostl, Ze u pEijemce 3té&pu jsou pfitomny tkan& ruznych

Zivoisnych druht.

Klasické testy jaterni funkce nedokdzi rozlidit mezi
Janalyzovanymi parametry dircovského a pEtijemcovského (napf. prasediho
a lisského) orgénu. Napfiklad méfeni sérovych hladin
alaninaminotransferdzy (ALT) a aspartataminotransferdzy (AST)
nerozlisi mezi prasecimi a lidskymi enzymy, takZe jakakoli snaha o
identifikaci posttransplantaé&niho :g:%%e je naprosto bezpFedmé&tna.
Podobna situace existuje v pripadé analyzy parametrt ren&lniho
xenotransplantatu. Je t¥eba konstatovat, Ze v soudasnosti prosté
neexistuje Zadny obecné uznavany proteinovy marker zachovalosti
(neposkozeni) ledvin. .

Glutathion S-transferazy {GSTs) pfedstavuji multigenni rodinu
proteinli, sestavajici hlavné z isoforem tiidy alfa (aGST), ég:?ﬁéST),
pi (nGST} a theta (OGST), definovanych isoelektrickym bodem, které
maji na starosti detoxifikaci fady xenobiotik hlavné prostfednictvim
konjugace glutathionu (Beckett, G.J a Hayes, J.D., Advanes in
Clinical Chemistry 1993; 30, s. 281-380). Vzhledem k jednotné
distribuci aGST a k jeho relativné vysoké hladiné v jatrech ¢lovéka,
a vzhledem ke kratkému plazmatickému poloasu (pFiblizné 1 hodina),
je tento enzym jako ukazatel stavu jater po transplantaci a miry
poSkozeni jater léky citlivéjsi, neZ jsou aminotransferazy.

V EP-A 0 640 145 je popséana pomocna metoda k ¢asné diagnéze
rejekce u prijemct jaterniho 3tépu, zahrnujici méfeni zvyseni
plazmatickych nebo sérovych hladin aGST pti nepfitomnosti jakékoli
zmény v plazmatickych nebo sérovych hladinach transaminaz, nebo
diive, neZ k né&jaké zm&né dojde.

Pi glutathion S-transferdza je umisténa v cytoplazmé

epitelovych bunék Zlu&ovodu v jadtrech; pfedpoklada se, Ze existuje
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pouze ve formé homodimeru. Heterogenni intrahepatdlni distribuce GST
naznacuje, Ze rUzné iscenzymy maji in vivo jedine&né funkce v rlznych
oblastech jater, a lze tedy dospét k zavéru, Ze méfeni plazmatickych
nebo jaternich hladin GST usnadni monitorovani stavu jater jedince.
Podobné jedinelnd distribuce existuje 1 u tkani ledvin, kde se aGST
vyskytuje v oblasti proximalniho tubulu, a nGST se omezuje na oblast
distdlniho tubulu nefronu {(Campbell, J.A.H., et al., Cancer
\‘%Qpiladelphia) 1991; 67, s. 1608-1613). V nedavno publikované zpravé
se ;bjevila mySlenka, Ze simulténnich detekci o/nGST v lidské moli by
bylo moZno vyuzit k rozliSeni mezi nefrotoxicitou cyklosporihu A a
rejekci Sté&pu (v tomto pofadi), a to diky mistné specifické povaze
inzultd pfislu3dnych tkéni (Sunberg, A.G.M. et al., Nephron 1994; 67,
s. 308-316).

Pii detekci po3kozeni orgénového 3tépu, nebo k rozpoznani
poSkozeni hostitelského a/nebo darcovského organu, je tudiZ zapotiebi
vyvinout metodu pro odli3eni analyzovanych parametrl hostitele a

§tépu.

Podstata vyndlezu

Vynalez se tykd zpUsobu urcovani nebo zjistovani pfitomnosti
analyzovaného parametru darcovského orgdnu ve v podstaté nedarcovské
biologické tekutiné za pfitomnosti nebo nepfitomnosti howudo ‘
analyzovaného parametru pEijemce, ktery ukazuje na podkozeni
darcovského orgdnu po xenotransplantaci, a ktery ushadiuie HﬂhﬂiﬁLﬂé
identifikgggipoékozeni xenotransplantdtu u pfijemce, kde tento zplsocb
je zaloZeny na zachyceni nebo detekci uvedeného analyzovaného
parametru darce pomoci protilatky, ktera je:

a) specificka pro analyzovany parametr darcovského organu a
nevykazuje zkfiZenou reakci s odpovidajicim homologickym analyzovanym
parametrem pfijemce; nebo

b) schopna zkiiZené reakce s uvedenym analyzovanym parametrem

darcovského organu, kde reaktivity s analyzovanym parametrem




darcovského organu a homologickym analyzovanym parametrem piijemce
mohou byt kvantitativné odli3eny,

a na pfimém nebo nepfimém stanoveni analyzovaného parametru
darcovského organu.

Zplsob podle vynalezu umoZiiuje odliSit analyzované parametry
heostitele od parametrd darce, a tim ziskat informace o stavu
xenotransplantdtu a pfipadné rejekci, aby bylo dle pot¥feby moZno
-zah4djit odpovidajici terapii co nejdiive po zjisténi analyzovaného
parametru darcovského organu v biologické tekutiné& prijemce, jak je
podrobnéji popsano dale.

Biologickou tekutinou jsou zde min&ny t&lesné tekutiny jako je
napt. Zlué, plazma, sérum a mod, jakoZ i tké&rnova podplirnid média a
perfuzaty. Tyto biologické tekutiny jsou také obecné oznadovany jako
matrix.

Terminem darcovsky orgdn se mini organ jake takovy, a také
tkan& a bunky, které predstavuji jeho nedilnou soutadst nebo z né&j
pochazeji.

Podobné se terminu darcovsky materidl pouZiva k oznaceni
samotneho organu i tkani a bunék, které predstavuji nedilnou soudast
tohoto organu nebo z néj pochazeiji.

Tak napfiklad mohou byt darcovskym materidlem jatra, jaterni
lalok jako jejich Cast, nebo hepatocyty. Obyejné& se v pEipadé
hepatocytl pouZiva terminu zdsobnik hepatocytu (hepatocyte
cartridge) .

Pfijemcem v obecném slova smyslu miZe byt Elovék nebo primat
jiny neZ cClovék.

Vhodny darcovsky materidl tedy miZe pochézet z jiného priméata,
nez z Clovéka, nebo ze zvifete, jako je napf. vepi, ktery je
fyziologicky a biochemicky podobny &lovéku.

Darcovskym zvifetem miZe byt transgenni zvife.

Xenotransplantaci lze provést in vive nebo ex vivo.

Orgdnem vhodnym pro xenotransplantaci je srdce, ledviny nebo

jatra.
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Darcovskym analyzovanym parametrem je s vyhodou protein,
zejména enzym.

Ve vyhodném provedeni bude darcovsky analyzovany parametr
darce-specificky. Je-1li pfitomen odpovidajici analyzovany parametr
ptijemce, je vyhodou, mad-li tento analyzovany parametr pfijemce niZsi
stupeil homologie s uvedenym analyzovanym parametrem darcovského
organu. Analyzovany parametr darcovského orgdnu mlZe mit i vy3si
:tuggﬁ homologie (napf. v&t3i neZ 80% homologii) s odpovidajicim
analyzovanym parametrem pfijemce, a pfesto jej lze stale jestéd
detekovat zplsobem podle dile popsaného vynélezu.

Vyhodnym enzymem je glutathion S-transferdza, zejména aGST.

Vyhodné se zachyceny analyzovany parametr darcovského organu
uréuje pomoci imunocanalyzy. Mezi vhodné typy imuncanalyzy patfi
enzymoimunoeseje.

Tak lze v pripadé prasei aGST v lidské biologické tekutiné
zachytit praseci aGST pomoci IgG [protilatky proti prasedi aGST],
ktera se vaZe pfimo nebo nepfimo na pevnou Cast, pfipadné pomoci
IgG[protilatky proti lidské aGST], kterad vykazuje zkfiZenou
reaktivitu.

Ziskali jsme kralili polyklondlni IgG [protilatku proti prasecéi
aGST], kterd je vysoce specifickd vQ&i praseli aGST. V pfipad&, Ze
tato protilédtka také vykazZe niZii stupeil (ﬁS-lO %) zkiizené
reaktivity s lidskou aGST, zejména pfi vysokych koncentracich lidskeé
aGST, pak lze lidskou aGST stanovit samostatné, a miZe byt spravné
vypolteno mnoistvi praseci aGST, coZ je popséano dale.

Identifikovali jsme monoklondlni protildtku proti lidské aGST s
temef 100% zkPiZenou reaktivitou vuci praseci aGST, coi je popsano
dale v pFikladu 3.

Enzymoimunoesej miZe byt sendviéového nebo semikompetitivniho
typu, jak popsdno dale v pfikladech 1 a 2.

Jednim z aspektl vyndlezu je testovani darcovského materidlu na

viabilitu pfed xenotransplantaci.
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Zpusob podle vynalezu rovné&Z umoZfuje testovat viabilitu
darcovského materialu méfenim analyzovaného parametru darcovského
organu v biologické tekutiné&, ktera protékéd darcovskym materialem.

Lze tak detekovat, kromé zpﬁsobu_podle tohoto vynélezu,‘
analyzovany parametr pomoci kterékoli zndmé metody. Pokud je
napfiklad analyzovanym parametrem organu enzym, pak lze uvedeny

organovy parametr analyzovat a detekovat enzymovou eseji s pouZitim

‘sybstratu pro tento enzym.

ehled obrizkl
Na obr. 1 je schéma sendvilové enzymoimuneseje z prikladu 1.

Na obr. 2 jsou vynesené hodnoty absorbance pfi 450/630 nm versus
koncentrace aGST (pg/l) p#i pouZiti imunometrické enzymoimunoeseje

sendviCového typu pro prase&i aGST z pfikladu 1.
Na obr. 3 je schéma kompetitivni enzymoimunoeseje z piikladu 2.

Na obr. 4 jsou vynesené hodnoty absorbance p¥i 540/630 nm versus
koncentrace oGST (pg/l) pfi pouZiti imunometrické enzymoimunoeseje

kompetitivniho typu pro praseé¢i oGST z pfikladu 2.
Na obr. S5 je analyza SDS-PAGE lidské a praseci aGST.

Na obr. 6 je analyza "imnunoblot" lidské a prasedi aGST pomoci
IgG[protilatky proti lidské oGST] a konjugatu kozi IgG[protilatky
proti krali¢imu IgG)-HRP.

Na obr. 7 je analyza "imunoblot" lidské a prase¢i aGST pomoci
IgG[protilatky proti prase¢i aGST] a konjugatu kozi IgG([protilatky
proti kr&lic¢imu IgG)-HRP.




Na obr. 8 je analyza "imunoblot" lidské a praseCi aGST pomoci
1gG ilatk i lidské ST konjugatu kozi IqG tildtk
gG(proti y proti lidské aGST] a jug gG[protilatky

proti mySime IgG]-HRP.

Pfiklady provedeni vynalezu

Vynalez bude bliZe vysvétlen v nadsledujicich pfikladech.

Pfiprava A

Cisténi praseCi aGST

aGST byla ziskana z prasefich jater pomoci afinitni
chromatografie a chromatofokusace (pH 9,5-6,0). Pfesné podrobnosti
postupu p¥i ¢isténi jsou nasledujici:

a. 30 g prasecich jater bylo homogenizovano po dobu 2 minut v
homogenizaénim pufru v poméru jeden dil ke tfem dilim pufru za
pouZiti Waringova misidla (Waring je ochrannd zndmka). Homogenizaéni
pufr mél nasledujici sloZeni:

10 mM Tris-HCl

250 mM glukdzy

SmM EDTA pH 7,8

2 ug/l leupeptinu

2 pg/l pepstatinu

b. Jaterni homogendt byl centrifugovén pfi 10000 g po dobu 60

minut.

c. Supernatant byl poté separovan na kolené s afinitou pro
glutathion (GSH)-Sepharosu, kterd byla pfedem ekvilibrovana 10 mM
Tris pH 9,1. Ekvilibraé&ni pufr se znovu pouZil k eluci nenavazaného
proteinu. Nakonec se k eluci nevadzané GST z afinitni kolony pouiilo

50 mM Tris pH 9,1 s obsahem 5 mM GSH.
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d. Eluovany materidl byl poté dialyzovan proti 25 mM
ethanolaminu pH 9,5 a aplikovan na chromofokusaé&ni kolonu (PBE94,
dodala firma Pharmacia). Eluénim pufrem byl Polybuffer 96 (Polybuffer

96 je ochrannd znédmka), pEipraveny podle pokynl vyrobce.

Ptiprava B
Vyroba a ¢i3téni protilatek

Vy&isténad prasefi oGST se subkutdnné (s.c.) injikovala
novozélandskym bilym krAlikim podle dale uvedeného &asového
harmonogramu a sérum bylo hodnoceno na reaktivitu proti aGST. Titr
IgG[protilatky proti prase¢i oGST] byl uréovan semikvantitativni
"dot blot" analyzou, & jakmile byl dostateény, byli kralici usmrceni
vykrvacenim a z krve zisk&no sérum. Protein A afinitni chromatografii
bylo z krdliiho séra oddéleno celkové mnoZstvi IgG, ktery byl pouZit
jak k potaZeni mikrotitradni desticky (semikompetitivni EIA - pfiklad
2}, tak i k biotinylaci (sendvifova EIA - priklad 1). Monoklondlni
IgG(protilatky proti lidské aGST} byly ziskédny z fakultni nemocnice v

Nijmegen (Nizozemi) jako ascites, a pfed pouZitim nebyly vyZistény.

Harmonogram imunizace (obecné):

1. den: Byl proveden zku3ebni odbé&r 5 ml preséra z ucha kralika
a poté se 0,5 ml prase¢iho antigenu oGST (100 pg) smichalo se stejnym
objemem Freundova uUplného adjuvans. Antigen a adjuvans byly
homogenizovany tak, aby vznikla dokonald emulze. Tato smés byla poté
injikovana s.c. na nékolika mistech do zad krélika, kterému byla

pEtedtim vyholena srst.

28. den: Byl proveden zku3ebni odb&r 5 ml séra z ucha kralika a
poté se 0,5 ml antigenu (100 pg) smichalo se stejnym objemem
Freundova uplného adjuvans. Antigen a adjuvans byly homogenizovany
tak, aby vznikla dokonald emulze. Tato smés byla poté injikovana s.c.

na nékolika mistech do zad kralika.



42. den: Byl proveden zku3ebni odbér 10 ml krve z ucha krélika.

56. den: Kralikovi byla podana druhd "boost", jak uvedeno pro

28. den.

70. den: Byl proveden zku3ebni odbér 10 ml krve z ucha kralika.
KdyZz byl titr dostatecné vysoky, byl krdlik utracen a bylo odebrano

¢0o nejvice krve.

PEiprava C
Imunoblotting

VSechny polyklonalni a monokleonalni IgG pouZité v nasledujicich
pfikladech byly zkontrolovany na reaktivitu a zk¥iZenou reaktivitu
proti lidské a prase¢i aGST (v tomto pofadi) pomoci nasledujicich

kombinaci imunoblotl:

(a) kralici IgG(protilatka proti lidské aGST] byla pouZita k

testovani nitrocelulézovych membrén, obsahujicich imobilizovanou

lidskou a praseci aGST.

(b} kradli&i IgG[protilatka proti praseéi aGST] byla pouZita k

testovani nitroceluldzovych membran obsahujicich imobilizovanou

lidskou a praseéi «GST.

(c) my3i IgG[protilatka proti lidské aGST) byla pouzita k testovani

nitrocelulézovych membran obsahujicich imobilizovanou lidskou a

prase&il aGST.

Detekce "imunoblot" byla prpvedena nasledujicim zpisobem:
0
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1. U lidské i praseci aGST (0,5 pg/draha) byla provedena
elektroforeza na 15 % SDS-PAGE a byly v&lenény markery molekularni

hmotnosti.

2. Po elektroforéze se polyakrylamidovy gel odfizl a jedna
polovina byla obarvena, zatimco zbytek byl pouzZit

k elektroforetickému transferu na nitrocelulézu.

3. Po elektroforetickém transferu byly nitrocelulézové membrany
blokovany po dobu 1 hodiny 5% (w/v) &inidlem Marvel (Marvel je
ochranna znamka) v bloka&nim pufru PBST (fosfatem pufrovany
fyziologicky roztok obsahujici 0,05 % (w/v) TWEEN-208) .

4. Pote byly piipraveny nasledujici roztoky:

(1) krali¢i IgG([protilatka proti lidské aGST] v 1% (w/v)
Marvel v PBST

(ii) krali&i IgG[protilatka proti praseci aGST] v 1% (w/v)
Marvel v PBST

(iii) my$i IgG(protilatka proti lidské aGST] v 1% (w/v) Marvel
v PBST

a ptidany do membran ihned po odliti bloka&niho pufru. Inkubace s
roztoky protilatek se nechala probihat po dobu jedné hodiny.

5. Nitroceluldzové membrény byly poté promyty v PBST (2x vidy

po dobu 5 minut}.

6. Poté by pripraven konjugdt anti-krdlié&i IgG-HRP (1/1000 v 1%
(w/v) Marvel v PBST) a pfidan de roztokl uvedenych vyse
pod bodem 4 (i) a (ii). RovnéZ byl pfipraven konjugat anti-my3i IgG-
HRP (1/1000) a pfidan do roztoku uvedeného vy3e pod bodem 4 (iii).

Konjugaty protilatek riznych Zivo€isnych druhd (krdlik/my3), pouzité
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k imunodetekci, byly ziskdny od spolecnosti Bio-Rad Laboratories

Limited.

7. Po jednohodinové inkubaci s konjugdty protildtek rlUznych
Zivo€isnych druhl byla reagencia zlikvidovana a membrany byly

promyty, jak uvedeno vy3e v bodé 5.

8. Poté byl pfipraven substrat diaminobenzidinu a pf#idan do
membran. Hnédy precipitdt na nitrocelulézové membrané znamenal

pozitivni reakci.

Piiprava D

Syntéza konjugétu prasei aGST-kfenovad peroxidaza (horseradish

peroxidase, HRP)

Konjugaty oGST-HRP byly syntetizovany za pouZiti metodologie
konjugace thioetheru. Pomoci SMCC (sukcinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)
cyklcohexan l-karboxylat) byly do molekul oGST zavedeny reaktivni
maleimidové skupiny a na HRP byly navazany maskované sulphydrylové
skupiny (Dunanc¢, R.J.S., et al., Anal. Biochem. 1983; 132, 68-73). Po
odmaskovani za d&elem vytvofeni reaktivnich sulphydrylovych skupin se
maleimidem aktivované aGST a HRP-SH smichaly dohromady a nechaly se
reagovat po dobu 4,5 hodiny. Vysledny konjugdt oGST~HRP, vznikly
kovalentni thioetherovou vazbou, byl pFfenesen do.SO% “vf- glycerolu
a uchovavan pii teploté -20° C pro pouZiti p#i semikompetitivni EIA v

pfikladu 2.

Pfiprava E
Biotinylace IgG(protilatky proti praseli oGST]

Biotinylovand IgG([protildtka proti prase¢i oGST] byla
pfipravena navazanim vy¢isté&né polyklondlni IgG({protilatky proti
prase€il aGST]), kterd byla ziskana imunizaci kralikd vyéidténou oGST

(pfiprava B), na N-hydroxysukcinimid-Biotin (NHS-Biotin) v zasaditém

L] OLd.EMV‘;.
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prost¥edi. Reakci nespotiebovany NHS-Biotin by poté odstranén
extenzivni dialyzou, biotinylovany IgG byl rozdélen na alikvoty a

uchovavan ve zmrazeném stavu pfi teploté -20° C aZ do pouZiti.

Pfiklad 1

Sendvicova enzymoimunoese]

Postup je schematicky zndzornén na obr. 1.

a. Mikrotitralni deska Nunc Maxisorp (Nunc Maxisorp je ochranna
znamka) byla potaZena my3i monoklonalni IgG[protilatkou proti lidské
aGST] (vié piiprava B) imobilizovanou pomoci kozich fragmentd F(ab),
(protilatky proti my3imu IgG). Takovy zplsob potaZeni protilatek
slouZi k orientaci vazebnych mist Mab a zlep3uje i citlivost eseje
tim, Ze omezuje na minimum adherenci indukovanou denaturaci
zachycovaci protildtky. Mikrotitraéni desky byly blokovany roztokem
proteinu/glukézy.

b. Jako kalibrator eseje byla pouZita prasefi aGST, kterd byla
purifikovana z jater (pfiprava A) okamZité po exspiraci a uchovavana

pEi teploté 2-8° C nebo -20° C.

¢. K usnadnéni detekce zachycené/imobilizované aGST byly

pouZity biotinylované konjugéty IgG([protilatky proti prase&i aGST].

d. Poté byl k detekci celého sendvicového komplexu antigenu
pouZzit konjugat Streptavidinu a kfenové peroxidazy (HRP) ve spojeni

3 uZitim substratu tetramethylbenzidinu (TMB).

e. Enzymova reakce byla ukonlena pridanim 1 N H.S0, a byla
zmerena absorbance pfi 450 nm, jako referencnl vlnova dglka byla
pou?ita vlnova délka 630 nm. Intenzita barev odpovida koncentraci

aGST a po vyneseni Ajso/ezc nom VEISUS koncentrace (pg/l) lze stanovit
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koncentraci neznamych vzorkid (viz obr. 2). Celkova doba trvani eseje

byla krat3i neZ 3,5 hodiny.

Ptiklad 2

Semikompetitivni enzymoimunoesej

Postup je schematicky zndzornén na obr. 3.

a. V tomto pfipadé byly desky Nunc Maxisorp potaZeny
polyklonadlni IgG(protilatkou proti prase&i oGST] imobilizovanou
pomoci proteinu A, protoZe bylo zji3téno, 3e potaZeni pF¥imo
polyklonéinim IgG neusnadnilo zachyceni aGST, nejspise v disledku

denaturace IgG pii navazani na mikrotitraéni desku.

b. 0GST, znalend HRP, byla v tomto pfipadé pouZita jako
konjugat a byla p¥idadna do mikrojamky k neznadenému kalibra&nimu
vzoerku. Tak se spustila reakce kompeti&niho typu mezi HRP zna&enou

dGST a neznalenou oGST.

c. Po uplynuti dostate¢né inkuba&éni doby, za normalnich
okolnosti 60 minut, byla mikrotitra&ni deska promyta a ptidal se
substrat TMB.

d. Enzymova reakce byla zastavena pEfidanim 1 N H,S0Q, a byla
zméfena absorbance p¥i 450 nm s pouzitim 630 nm jako referencni
vinove délky. Intenzita barev je v inverznim vztahu ke koncentraci
aGST a po vyneseni Auspre30 m VErsus koncentrace (ug/l) lze

kvantifikovat neznamé vzorky (viz obr. 4).

Pfiklad 3

Hodnoceni &istoty reagencii imunceseje

Imunoblotting se provadél postupem popsanym v pfipravé C.

Vysledky jsou uvedeny na obr. 5 a? 8.
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Kli¢ k draham na obr. 5 aZ 8.

Draha 1: markery molekuldrni hmotnosti.
Draha 2: lidsk& oGST (0,5 pg).

Draha 3: prasec¢i aGST (0,5 Hg) .

Obr. 5 ilustruje Cistotu lidské a prase®i aGST pfed pouZitim
k imunizaci kradlikd (v obou pfipadech ji indikuje jednoduchy pas) a
potvrzuje absenci jakychkoli jinych lidskych nebo prasedich proteint,
které by jinak mohly pfispivat k niz3i specificité analyzy. Analyza
typu "immunoblot" reaktivity protilatek ukazuje, Ze IgG{protilatka
proti lidské aGST] je vysoce specifickd vi&i lidské oGST a
nevykazuje vyznamnou zkfiZenou reaktivitu vi&i prasedi oGST (obr. 6),
coZ bylo prokazano silnou intenzitou signdlu lidské aGST ve srovnani
se slabou intenzitou signalu prasedi oGST. Tenﬁo nalez je podepfen
nepfitomnosti reaktivity prase&i aGST ([aGST]p), je-li zkocumana
enzymoimunoceseji se specifitou na lidskou aGST ([@GST]h). Tento test
je pod nazvem HEPKIT dodavan spolenosti Biotrin International
Limited, Mount Merrion, County Dublin, Irsko. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 1, kteréd pfedstavuje hodnoceni reaktivity [oGST]p pomoci
HEPKITu spoleCnosti Biotrin. Je zFejmé, Ze p¥i stanoveni [aGST]p

pomoci HEPKITu ke zk#i¥ené reaktivité nedochazi.

Tabulka 1

[@GST]h (pg/1) R4s0/630 o
¢,00 0,069
1,25 0,156

2,50 0,332
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5,00 0,827

10,0 1,088

20,0 1,495

40,0 1,762

PC 0,839 (6,9 ng/l)
[aGST]p (ng/1) A450/630 nm

8 0,012

40 0,010

200 | 0,012

1000 0,014

PC = pozitivni kontrola

Vyznamnost této maximalné dileZité skutefnosti spociva v tom,
Ze enzymoimunoeéej ke stanoveni lidské aGST je pro detekci lidské
aGSf specificka. Jakoukoliv pEitomnost lidské oGST ve vzorcich, v
nichZz se bude méfit i prasedi oGST, lze tudiZ detekovat specificky,
bez zkfiZené kontaminace prasedim antigenem. Nepfitomnost zkiiZené
reaktivity v enzymoimunoeseji lidské oGST a ndlez pfiblizn& 5-10%
zktiZené reaktivity mezi IgG[protildtkou proti prasedi aGST] a
lidskou aGST {(obr. 7), coZ indikuje slab& intenzita signalu lidské
aGST ve srovnani se silnou intenzitou signdlu prasedi oGST, znamena,
Ze vysledky imunoeseje na prase&i oGST mohou byt korigovany s ohledenm
na mozny prfispévek lidské aGST, provede-li se. soulasnéd
s enzymoimunoeseji pro zji3t&ni prase&i oGST také kvantifikace lidskeé

aGST enzymoimunoeseji HEPKIT.
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Pokud se napriklad ve vzorku zjisti hodnoty:

esej aGST (pg/l)
praseli EIA (praseCi aGST) 10000
HEPKIT EIA (lidska aGST) 1000

znamena to, je-li predpokléddéna ptibliZnd 7% zkPfiZenad reaktivita
lidské aGST v prase&i EIA, Ze prispévek lidské aGST k hodnotam
prasefi aGST &ini

1000/100 x 7 = 70 upg/l.

Je tedy pFitomno 10000 - 70 = 9930 ug/l prasedi aGST.

Dale k vySe uvedenému Jje na obr. 8 ilustrovana rozs&hla
zkFiZend reaktivita mezi my3i IgG[protilatkou proti lidské aGST] a
praseCi aGST, kterou indikuje srovnatelna intenzita pf#islu3nych
pasi/signdlld. Pro tento jev bylo této protilatky vyhodné pouZito v
sendvicové imunoeseji pro prasedi aGST v pfikladu 1 jako

"zachycovaci" protilatky, nebo jako protilatky k potaZeni desek.

Pfiklad 4

Specificita eseji

ProtoZe se eseje v pfikladech 1 a 2 budou pouZivat piednostné k
detekovani praseli aGST v neprasefich biologickych tekutinach, je
tfeba zhodnotit citlivost a specificitu téchto eseji pomoci prasedi
aGST pfitomné v nasledujicich matrix:

- lidskd moé

- lidské sérum
- lidsk4 plazma
- lidska Zlud

- tkanové podplrna média
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K provedeni této analyzy byla prasedi aGST "nasazena" do viech
vySe uvedenych matrix a nasledné analyzovana pouZitim imunoeseji
uvedenych v pfikladech 1 a 2. Kromé kvantitativni detekce aGST byla
hodnocena i linearita eseje (paralelismus), a tim provedena zkouika
citlivosti. ProtoZe je nutné, aby esej svou specificitou zajlstila
detekci pouze praseli aGST, a aby jakakoli vyskyt lidské aGST
nezpisobil vyznamnou interferenci, byla ve vzorcich praseci oGST,
poruSenych ruznym mnoZstvim lidské aGST, zjistovéna a mé&fena
potencidlni zkfiZena reaktivita lidské aGST. Pokud existuje vyznamna
sekvenéni 'homologie mezi ob&ma isoenzymy, nejedni se o pouhy
trivialni problém, a piipad musi byt Feden extenzivnim testovanim
antiséra ([protilatky proti prase&i aGST]) na potencialni zkfizZenou
reaktivitu s lidskou aGST,.

Vysledky méfeni prase&i aGST v ruznych vzorovych matrix,

z}isténé pomoci enzymoimunoeseji sendvi&ového a semikompetitivniho

typu, Jjsou uvedeny v tabulce 2.
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Tabulka 2
Hodnoty praseli aGST v upravenych vzorcich, zjidténé
sendvicovou a semikompetitivni imunoceseji

OCek. |Redidlo Plazma- MEM TC-100 MoZ-1lidské
hodn. vzorku lidska (kompl.) (kompl.)
{ng/1) | (ng/1) (ng/1) {ng/1) (wg/1) (ng/1)

S K 5 K S K S K S K
¢ 61,4119,4 [0 - 0 46,8 |0 73 0 84
4000 4530 | 3853 (4299 ([Nem&F. |4135 |3643 (4754 (3889 [4189,5 |3936
2000 2980 | 2699 | 2500 |[Nemé&f. |2262 |[2420]2059 {2071 |2165,2 |1912
1000 - - 1041 (Nemé&f. {1180 (1247 ;983 (953 ([844,5 (857
500 507 (446 249 Nemé&f. | 512 485 |[540 562 |392,8 |454
250 279 |260 |85 Nemé&f. |290 211 (273 (266 |151,9 (218
125 128 [140 |O Nem&F. |136 188 197 |163 (17,9 126
Klig:

1.8: Sendvicova enzymoimunoesej
2.K: Semikompetitivni enzymoimunocesej
3.Vzorky nafedény v poméru 1/5 pro kompetitivni esej (v rozmezi 0-
1000 upg/l), poté dile natedény do pomé&ru 1/100 pro sendvi&ovou
ese]j (v rozmezi 0-40 pg/1)
4.MEM a TC-100: tk&fiové podplirnd média
Pozn. prekl.: nem&f. = neméfitelné
Z tabulky 2 je zfejmé, Ze prase¢i aGST lze zachytit a
kvantifikovat ve v3ech testovanych matrix. Bylo prokézén%_pedﬁ%&tﬁév
a—tor Ze praseCi aGST je moino detekovat jak v lidské plazm&, tak i
v lidské moZi, a je tedy moino usnadnit posouzeni stavu jaterniho a
ledvinného xenotransplantatu (v tomto pofadi). Za zminku stoji, Ze se
matrix plazmy ukazal jako nesluc¢itelny se semikompetitivni

imunoeseji, snad v disledku interakce IgG s imobilizovanym
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proteinem A, coZ vedlo k hodnotovym anom&liim. Jinak se zda, Ze

viechny dalSi tekutiny jsou slucitelné s ob&ma typy eseji. Zvlasté

vyznamna je moZnost detekce prasedi oGST v tkanové podplirnych

médiich, coZ by mélo zajistit moZnost hodnoceni Xenotransplantatu

jesté pfed vlastnim vykonem, nebo umoZnit analyzu viability

izolovanych praseéich hepatocytl (pEitomnych v z&sobnicich), nebot

tyto systémy jsou obvykle uchovavany v klasickych podplirnych médiich.

Dale miZe zjiSténd kompatibilita vzorovych matrix zna&né& usnadnit

detekci aGST v médiich, ktera jsou pouZivana k udrzovani darcovskych

organd (napf. jater) ex vivo, kdy je orgdn extrakorporalné v kontaktu

s kultivaénim médiem.

Pfiklad 5

Hodnoceni interference lidské aGST v sendvidové enzymoimunoeseji

praseéi aGST

V sendvicové enzymoimunoeseji prasedi oGST z pfikladu 1 byla

vyhodnocovana interference lidské aGST. Interference byla zjistovana jako

zvysené hodnoty absorbance. Byla-1li koncentrace lidské aGST v mikrojamce

niz3i nez 25 pg/l (ekvivalent koncentrace vzorku 125 ng/l pfi zfedéni

fedidlem v poméru 1/5), nebyla v eseji pozorovdna Zadni interference.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3
[aGST ]p [@GST }h Absorbance 450,630 an
(ng/1)

20 - 0,869

20 6 0,875

20 12 0,875

20 25 0,881

20 50 0,975
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Klié&:
aGST p - praseli aGST
oGST h - lidskd oGST

Vysledky uvedené v tabulce 3 demonstruji specificitu imunoeseji
k detekci praseci aGST. Z uvedenych dat je zfejmé, Ze lidska aGST
v provadéné enzymoimunoeseji neinterferuje ani p#i tak vysokych
koncentracich vzorku jako je 125 ug/l (25 pg/l x 5), co? piedstavuje
hodnotu 15krdt a 6krat vy33i, ne: je horni hranice normalnich hodnot
pro lidskou oGST v séru a v mo¢i (v tomto pofadi). Je patrné, Ze pfi
vy88ich hladinach lidské aGST (> 250 ug/1, 50 pg/l x 5) k jisté
interferenci dochazi. Bylo vypod&itano, Ze existuje 5-10% zkPiZena
reaktivita mezi lidskou «GST a IgG[protilitkou proti prasedi oGST].
Soub&Zné stanoveni hladin oGST kvantitativni imunoeseji pro lidskou i
pro praseci aGST v3ak umoini pPesn& vypo&ist mnoZstvi pfitomné lidske
aGST, a toto mnoZstvi pak vzit v Gvahu pfi kvantifikaci prasefi aGST
v lidskych biologickych tekutinach.

Je trfeba dale poznamenat, Ze imunceseji podle vynalezu lze
pouzit rovné&Z k detekci prasedi aGST v praselich biologickych
tekutinach, jak by tomu bylo v pPipad® provadéni in vitro nebo in
vivo toxikologickych studii s vepfi nebo prase&imi organy. Toto
zjiSténi je vyznamné, protoZe je znamo, Ze prasedi a lidska
fyziologie a biochemie jsou pomérn& podobné, a proto se vepti &asto

pouZivaji jako zvifeci modely k predikci lékové toxicity u é&lovéka.
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PATENTOVE NAROKY

ana%#u:;xm%anzﬂupv 2

1. Zpisob urZovani nebo zjistovani pfitomnosti aralyzevanéhe
Parametrye- darcovského organu ve v podstaté nedarcovské biologické
tekutiné, za pfitomnosti nebo nepfitomnosti odpovidaijiciho
kw ae ) . . .
analysevanéheparametew prijemce, ktery ukazuje na po3kozeni
. , . o wmodwie - oval
darcovského orgdnu po xenotransplantaci.,. usnadau&ééa identifikaet
poSkozeni xenotransplantitu u piijemce, kiiftento zpuisob zahrnuje L ko
ov 2
zachyceni nebo detekovani uvedeného analyzovanéhe—parametrt dar <
é?xhu/ pomoci protllatky, vyznaCujici se tim, Ze tato protilatka je budto

t

a) specificka pro analysevamy-paramety darcovského organu a

nevykazuje zkfiZenou reakci s odpovidajicim homologickym
tem
analysevanym-parametsem pfijemce; nebo '
rn-
b) schopna zkfiZené reakce s uvedenym analyzevanym-parametrem
v e >
J;kﬁwszqu darcovského orgéanu, kde reaktivity s analygggsnym—pafame%fem

darcovského organu a homologlckym analxz:u&nymhpa;amet;em-prljemce JSouJ
#ohotr—byt kvantitativné odllseayr ;

tzhme.
a na pfimem nebo nepfimém stanoveni analyz&v&ﬂéhe—p&*ame%fa

darcovského organu.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznafujici se tim, Ze pfijémcem je Zlovék.

3. Zpusob podle nadroku 1, vyznaZujici se tim, Ze pfijemcem je primat
jiny neZ &lovék.

4. IZplisob podle n&kterého z ndrokl 1 a% 3, vyznadujici se tim, 3Ze
darcovsky orgdn pochazi z vepfte.

5. Zplusob podle nékteréno z narokl 1 a% 4, vyznadujici se tim, Ze
orgénem je ledvina.

6. Zplsob podle n&kterého z ndrokt 1 a? 4, vyznadujici se tim, Ze
organem jsou jatra.

7. Zpusob podle nékterého z narokd 1 a2 6, vyznacujici se tim, 3e

analysevanym—paremetrer didrcovského orgénu je protein.
tem
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: tem
Zplsob podle naroku 7, vyznadujici se tim, ze anal yzevanym

parametrem darcovského orgdnu je enzym.
Zpusob podle néroku 8, vyznadujici se tim, e enzymem je
glutathion S-transferaza (GST).

Zplsob podle naroku 9, vyznadujici se tim, ze enzymem je
SGST . o.z(faz ~-GST.

Zplsob podle nékterého z n&rokl 1 aZ 10, vyznadujici se tim,
Ze darcovsky orgadn pochazi z vepfe a protilatkou je polykleondlni
protilatka proti praseéi-%é&%. aqu—gxﬂi b4 ans M

Zpusob podle nékterého z pfedchdzejicich narokl,—sdévislého.
ﬂa—ﬂé;éku_i, vy;naéujici se tim, Ze protilatkou je protilatka
proti lidské oGST, ktera vx}azuje v podstaté 100% zkifiZenou
reaktivitu vic&i prasedi HAGST.

Zpisob podle naroku 11, vyznadujici se tim, Ze jakakoli
pEitomnd lidska GgT se detekuje s vyuZitim specifické proti-
lidské GgT v oddéleném systému vzorkd.

Zpusob podle nékterého z pfedchdzejicich narokan, vyznacujici
se tim, Ze darcovsky materidl se testuje na viabilitu pied

xenotransplantaci.
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