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Proteinové €ipy v moderni klinické biochemii
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SOUHRN

Objevy a vyvoj novych technologii umozruji studovat nové vlastnosti genomu, transkriptomu a proteomu v prdbéhu
procesu diagnodzy, progrese a lécby. Proteinové Cipy (bioCipy) mohou byt vyuzity pro kvalitativni analyzu a studium
interakci proteinli (enzym-substrat, protilatka-antigen, protein-DNA/RNA, receptor-ligand). Své uplatnéni nachazi také
pfi sledovani posttransla¢nich modifikaci (fosforylace, oxidace atd.). Z pohledu klinické biochemie jsou Cipy pouzivany
pro analyzy prognostickych a diagnostickych marker(. Ukazuje se, Ze provoz Eipovych sad je finanéné méné narocny,
nez je tomu u konvenénich zafizeni. Tato prace se zabyva sou¢asnym vyvojem technologie proteinovych ¢ipd s ohle-
dem na jejich uplatnéni v klinické diagnostice a molekularni mediciné.
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SUMMARY

Vacek J.: Protein arrays in modern clinical biochemistry

The emergence of novel technologies allows researchers to facilite the comprehensive analyses of genomes, transcripto-
mes, and proteomes in disease diagnostics, progression and treatment. Protein arrays (biochips) have been used for
the protein identification and for study of different protein interactions (enzyme-substrate, antibody-antigen, protein-
-DNA/RNA, receptor-ligand) and/or study of protein post-translation modifications (phosphorylation, oxidation, etc.).
Array-based technology has been used to identify protein-markers that might be important for diagnostics and therapy.
These techniques are smaller than conventional testing systems and highly economical in the use of specimens and
reagents. This article summarizes fundamentals and recent developments in protein arrays technology and its potential

use in clinical diagnostics and molecular medicine.
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Uvod

Proteiny pfedstavuji fidici a regulaéni aparat buriky.
Jedna se o komplikovany systém slozeny z velkého
mnozstvi strukturnich a regula¢nich individui, které jsou
ve vzajemné interakci mezi sebou a velkym pocétem
intracelularnich i extracelularnich signald. Tyto v Case
probihajici biomolekularni interakce jsou podstatou bu-
nécné signalizace, diky které je spousténa a fizena vét-
Sina anabolickych a katabolickych reakci v burice. Pro-
teom Clovéka je sloZzen z nékolika tisic proteind pini-
cich rozmanité funkce (obr. 1). Nékteré z nich se vy-
skytuji ve vSech bunkach téla, avSak mnoho protein(
plni své funkce pouze ve specifickych tkanich (tkano-
va specifita). Kromeé toho ne vSechny proteiny jsou za-
stoupeny v celé burice, ale naopak jsou lokalizovany
v typickych bunécénych kompartmentech. Navic se ob-
sah proteind buriky v ¢ase méni v zavislosti na vyvo-
jové fazi organismu a vlivu prostfedi. Na rozdil od ne-
ménné genetické konstituce organismu je proteom ty-
picky svou proménlivosti a heterogenitou. Vzhledem
k vyznamnym funkcim, které proteiny v organismu za-
stavaji, vede ve vétsiné pfipadd nefunkéni protein k pa-
tologickému procesu. Pfi¢inou vzniku patologickych pro-
tein(l mGze byt mnoho. Pokud se nejedna o mutace v ge-
nu, ktery protein kéduje, je obvykle pficina patologicke
reakce v chybné kotranslacni nebo posttranslacni uprave
polypeptidu. Zajem Iékafl o proteiny je spojen s jejich
vyznamem v procesu kancerogeneze, ve spojitosti
s neurodegenerativnimi procesy, funkénosti imunitniho
systému, onemocnénim srdce nebo vyvojem novych
[éCiv [1]. Proteiny, pfitomné v krvi nebo jinych télnich

tekutinach, reflektuji fyziologicky stav organismu a je
mozné je vyuzit jako markery (biomarkery), které Ize
efektivné vyuzivat k diagnostice ¢i monitorovani pra-
béhu nemoci nebo lé¢by pacientd [2-5].
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Fig. 1. Composition of human proteom

This analysis includes ca. 17 000 proteins (= 100 %). The protein
categories were derived from classification Gene Ontology pro-
ject. Data source [35].

Zajem védcu o proteiny v poslednich letech vyraz-
né vzrostl a poznatky zakladniho vyzkumu jsou postup-
né aplikovany v experimentalni i praktické mediciné.
Tento vyrazny krok kupfedu byl podminén objevy no-
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vych analytickych nastroju, které umoznily studium pro-
teomu. Mezi podstatné objevy, které pfispély k objas-
néni biologickych funkci proteind, patfi rentgenova
strukturni analyza a nuklearni magneticka rezonance.
Zahajeni mapovani proteomd bylo iniciovano navrze-
nim novych ioniza¢nich technik ESI (Electrospray loni-
zation) a MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/loni-
zation), diky nimz je mozné analyzovat makromoleku-
ly hmotnostni spektrometrii. Kombinace 2D-gelove
elektroforézy a hmotnostni spektrometrie je dnes za-
kladnim nastrojem pro identifikaci peptidi a proteind
v télnich tekutinach a jednotlivych organech [6]. Podob-
né jako je tomu u vétSiny vyznamnych biologickych
objevl i v mediciné nalezla proteomika své misto az
po zavedeni patficnych experimentalnich postupli a me-
tod [7].V pfedkladané praci jsou prezentovany vysled-
ky, které byly v poslednich letech dosazeny v oblasti
vyvoje Cipl slouzicich k detekci proteind. Problemati-
ka je popisovana v souvislosti s aplikaci téchto tech-
nologii v klinické biochemii a molekularni diagnostice.

Proteinové ¢Cipy a jejich konstrukce

Vétsina analytickych metod pouzivanych pro detekci
proteinli vyZaduje pomérné zdlouhavou pfipravu vzor-
ku, po niz pfichazi separacni procedura, ktera je ob-
vykle on-line spojena s detektorem [8]. Technologie Ci-
pu by tyto kroky, pfedchazejici samotné detekci protei-
n{l, méla odstranit. Vyvoj DNA ¢ipl historicky pfedcha-
zel vzniku prvnich proteinovych €ipi a mnohdy byly
poznatky ziskané ve vyzkumu zaméfeném na detekci
nukleovych kyselin aplikovany i na problematiku ana-
lyzy proteind. Stanoveni DNA pomoci ¢ipu je ve vétsi-
né pfipadu zalozeno na Watson-Crickové parovani bazi
dvou nukleotidovych fetézcl (hybridizace), kde jeden
z fetézcl je imobilizovan na povrch &ipu. V takovém
pfipadé se na povrch Cipu vaze pouze DNA, ktera je
komplementarni k imobilizovanym nukleotidiim (ve vét-
8iné pfipadl jde o oligonukleotidy) a vzniklé duplexy
jsou detekovany. Na rozdil od proteinovych &ipu je vy-
hodou ¢ipd pro DNA moznost pouzit PCR pro amplifi-
kaci detekovanych molekul — detaily [9, 10]. Nejenom
v tomto ohledu, ale i v jinych pfipadech, je technologie
proteinovych ipd v urcitych aspektech omezena (napf.
strukturalni zmény, nezadouci interakce nebo ztrata bio-
logické aktivity proteinu béhem analyzy).

Podstatou ¢€ipl pro detekci protein( je jejich imobili-
zace na pevny povrch (tzv. substrat). Nej¢astéji se po-
uziva destiCka nebo folie vyrobena ze skla, silikonu,
teflonu, plastli nebo béznych syntetickych polymer(i
(polystyren, nitroceluldza, polyvinylidendifluorid apod.).
Proteiny mohou byt imobilizovany na substrat nebo je-
ho modifikovany povrch fyzikalni sorpci (nekovalentni
interakci) nebo kovalentni vazbou. Velmi ¢asto je na
povrch substratu specidlni technologii nanesena (na-
parena) vrstva zlata, hliniku nebo jiného kovu. Na tuto
anorganickou vrstvu se nanasi organicky film (obr. 2).
Vlastnosti organického filmu by mély byt takové, aby
po naneseni vzorku nedochazelo ke ztraté jeho kom-
paktnosti a dehydrataci. K omezeni dehydratace pro-

teinG na povrchu Cipu se pouziva agaréza, dextranové
a polyakrylamidové gely nebo jiné hydrofilni polymery
(napt. poly-L-lysin) [11, 12]. Hydrofilni vlastnosti organic-
kého filmu jsou velmi dllezité, jelikoz obecné pfispivaji
k afinité mezi proteinem a povrchem Cipu. Vétsina pro-
tein disponuje hydrofilnimi aminokyselinami na svém
povrchu a hydrofobni aminokyseliny jsou orientovany do
vnitini struktury molekuly. Hydrofilni proteiny tak mohou
byt pfitahovany hydrofilnim povrchem Cipu. V idealnim
pfipadé tvofi organicky film homogenni monovrstva mo-
lekul (SAM: Self-Assembled Monolayer) s volnymi hydro-
filnimi konci. Dllezitou souc¢asti organického filmu jsou
také specificka vazebna mista pro afinitni znacku pro-
teinu. Proces imobilizace proteinu na organicky film je
klicovym krokem v konstrukci Cipu. To, s jakou efektivi-
tou a afinitou se bude protein vazat, je vysledkem opti-
malizace komplexni procedury zahrnujici napt. volbu vhod-
nych vazebnych pufrd nebo upraveni teploty a pH. Mnoh-
dy je tato prace usnadnéna znalosti konformace a fyzi-
kalné-chemickych vlastnosti vazebného mista (diso-
ciacnich konstant) proteinu.
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Fig. 2. Scheme of protein array architecture

Protein is immobilized via an affinity tag onto an organic layer (self-
assembled monolayer) of chemical chip interface. Other proteins
and non-specific compounds are washed from chip surface.

K tomu, aby bylo mozné protein navazat na povrch
¢ipu, je potfeba jeho strukturu modifikovat afinitni znac-
kou. Tato znacka je specificky rozpoznana latkou, kte-
rou je organicky film €ipu modifikovan (Target Protein
Arrays). Casto se proteiny znadi biotinem (tzv. biotiny-
lace proteinu). Protein znageny biotinem se m(ize va-
zat na Cip modifikovany avidinem nebo streptavidinem.
Jinou moznosti je znaceni proteinu polyaminokyselino-
vou sekvenci jako je poly(His), poly(Lys) nebo také po-
ly(Cys). Napfiklad pfi pouziti poly(His) se histidiny vazi
s Cipem, ktery byl modifikovan niklem. Jinou moznosti
je imobilizace rekombinantnich fuznich proteindl GST
(glutathion-S-transferaza), MBP (maltozu vazajici pro-
tein), TRX (thioredoxin) nebo GFP (zeleny fluoreskujici
protein). Napfiklad fuzni protein GST (protein, ktery je
na C-konci znaceny GST) je mozné navazat imobilizo-
vanou anti-GST protilatkou [12, 13].

Pokud neni protein znaceny, mlze byt navazan pro-
tilatkou imobilizovanou na povrchu €ipu (antibody ar-
rays). Obvykle se protilatka imobilizuje adsorpci na nitro-
celulézovou membranu €ipu nebo je protilatka na Cip
ukotvena afinitni znackou tak, jak bylo popsano vyse
(napf. biotinem) nebo pfimo vazbou na SAM ¢ipu. Na
¢ip modifikovany protilatkou se vaze detekovany pro-
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tein, ktery byl oznacen spole¢né s ostatnimi proteiny
v pfipraveném homogenatu. V pfipadé proteinovych Gipd
s imobilizovanou protilatkou se s uspéchem pouzivaji
principy a experimentalné ovérené postupy zname
z testu ELISA [14]. Vysoké selektivity 1ze dosahnout
se dvéma protilatkami (sendviCovy test). V sendvico-
vém testu je pouzivana kombinace polyklonalni a mo-
noklonalni protilatky. Selektivita je pfitom zaruena spe-
cifitou monoklonalni protilatky pouze k jednomu epito-
pu antigenu. Pokud jsou pouzity oba typy protilatek, je
na povrch Cipu imobilizovana protilatka polyklonalni, na
kterou se vaze detekovany protein. Jakmile tato vazba
probéhne, je na protein navazana zna¢ena monoklo-
nalni protilatka, jejiz signal se detekuje [13, 15]. Rama-
chandran et al. [16] navrhli ve své praci NAPPA C&ip
(Nucleic Acid Programmable Protein Array) zalozeny
na vazbé proteinu polyklonalni protilatkou. NAPPA sys-
tém je svou konstrukci unikatni v tom, ze detekovany
protein je syntetizovan pfimo na povrchu €ipu. Na ¢ip
je specialni technologii imobilizovana plazmidova DNA
pomoci biotin/avidinové vazby. Plazmid obsahuje sek-
venci pro syntézu fuzniho proteinu GST. Syntéza pro-
biha in situ na povrchu Cipu rozetfenim lyzatu z krali-
Cich retikulocytd s T7 polymerazou. Detekovany pro-
tein je tak syntetizovan s C-terminalni GST znackou
a vazan polyklonalni anti-GST protilatkou, ktera je tak-
téz imobilizovana na povrchu Cipu. Detekce navazané-
ho proteinu probiha po vazbé& monoklonalni anti-GST
protilatky technologii TSA (Tyramide Signal Amplifica-
tion). In situ syntézou detekovaného proteinu je mozné
zabranit jeho poskozeni v priibéhu pfipravy vzorku.

Proteiny se vazi pouze na urcita vazebna mista (spo-
ty) Cipu a detekce navazaného proteinu je realizovana
automatickymi skenery a roboty [17].V pfipadé, ze by
dochazelo k nezadoucim interferencim v priibéhu de-
tekce, je zbyla matrice analytu po vazbé proteinu na
&ip odmyta. Cip slouZici k identifikaci vétsiho po¢tu pro-
teind (technologie mapovani proteomu) obsahuje ob-
vykle nékolik stovek az tisic spotl s protilatkami k ana-
lyzovanym proteinim. Detekce probiha pomoci auto-
matickych digitalnich skenerd vybavenych CCD-kame-
rou (Charge-Coupled Device) rozeznavajici pozice spotu
Cipu a detekujici intenzitu signalu (napf. fluorescenéni
nebo chemiluminiscenéni skenery). Signal poskytujici
naznaceny protein je detekovan fluorometricky, chemi-
luminiscen¢né, elektrochemicky, metodou povrchové
plazmonové rezonance (SPR: surface plasmon reso-
nance) [18] nebo hmotnostni spektrometrii SELDI
(Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization) s ana-
lyzatorem TOF (time-of-flight) [7, 19, 20].

Cipy, které jsou pouzity jako on-line sougast priito-
kovych systéem(, HPLC nebo kapilarni elektroforézy,
spoty neobsahuiji. Spoty mohou byt vytvofeny na povr-
chu substratu odliSnymi zplsoby. Nejjednodussi zpl-
sob je vytvorit spoty pfimo na anorganické vrstveé ko-
vu (plain-glass slide). SlozitéjSim, avSak efektivnéjSim
zpusobem je vytvofit spoty v matrici polyakrylamido-
vého gelu naneseného na kovovou vrstvu €ipu. V tako-
vém pfipadé tvofi spoty jamky (microwell chip) v matrici,
nebo naopak blocky (3D gel pad chip) vystupujici nad
povrch roviny kovové vrstvy. To, jakym zplsobem se

matrice zhotovi na povrchu €ipu, mizeme demonstro-
vat na praci Mirzabekova et al. [21]. Autofi vyuzili
(3D gel pad chip) technologii fotopolymerace akrylami-
du na félii pokrytou 1 um vrstvou chromu. Nejprve na-
nesli na vrstvu kovu 3% akrylamidovy roztok, na ktery
byla umisténa mrizka s okénky 100 x 100 pm. Takto
pfipravena vrstva akrylamidu byla ozafovana UV-lam-
pou, ¢imz bylo docileno polymerizace akrylamidu
v okénkach mfizky. Zbyly akrylamid vyplfiujici prostor
mezi okénky, ktery nebyl vystaven UV-zareni, byl po
odstranéni mfizky odmyt a na povrchu Cipu zUstaly pou-
ze polyakrylamidové spoty. Polyakrylamidové spoty byly
aktivovany glutaraldehydem nebo hydrazidem a na tak-
to upravené spoty byly vazany proteiny. Uvedeny Cip
bylo mozné pouzit pro imobilizaci protilatky, na kterou
se vazal antigen znaceny FITC (fluoresceinizotiokya-
nat) nebo peroxidazou (detekuje se produkt enzyma-
tické reakce). Obdobné mohou byt spoty modifikovany
antigenem a sledovat vazbu FITC znacené protilatky
nebo provadét sendviovy test. Spoty vyrobené z gelu
jsou vyhodné také pro sledovani enzymatickych reak-
ci probihajicich pfimo na €ipu. Na aktivovany polyakry-
lamidovy gel se da snadno imobilizovat alkalicka fosfa-
taza a sledovat jeji inhibici L-fenylalaninem [21].

Aplikace Cipu v proteomice

Vysledky, které byly doposud ziskany v zakladnim
vyzkumu, jsou s Uspéchem aplikovany v komerénich
testech. Podobné jako u DNA/RNA ¢ipl, které umoz-
nuji identifikaci velkého mnoZzstvi DNA nebo transkrip-
td (mRNA) béhem jedné analyzy, je snaha vyuzit Cipy
pro mapovani proteomu. Aplikovatelnost gipl pro iden-
tifikace vétsiho poctu proteind byla prvnim impulzem
pro prenos technologie Cipt do komeréni sféry. Sepa-
racni techniky v on-line spojeni se systémem ¢Cipl se
vyuzivaji pfi analyze slozitych matrici, které znesnad-
nuji vazbu detekovanych proteind na povrch Cipu.V tom-
to sméru je velmi perspektivni vyuziti mikrofluidnich
systémU [22].

Aplikace €ipU je orientovana do dvou oblasti proteo-
miky. V prvnim pfipadé se jedna o vyuziti ¢ipt k mapo-
vani proteomu. K takovému Ucelu slouzi protilatkou zna-
¢ené Cipy, jako je komeréni Cip BD Clontech (Palo Alto,
CA, USA) s 378 imobilizovanymi protilatkami. Proces
detekce je automatizovan fluorescenénim skenerem.
Cipy s imobilizovanou protilatkou jsou vyuZitelné pro
detekci série enzymd, jejichz pfitomnost indikuje napf.
pfitomnost funkéni metabolické drahy. Jsou-li k dispo-
zici potfebné protilatky, je aplikovatelnost téchto zafi-
zeni velmi vysoka vzhledem k moznosti identifikovat
neomezeny pocet proteinl. Kvantifikace navazanych
proteinli je nepfesna (semikvantitativni) a umozriuje zis-
kat informaci o pfitomnosti nebo naopak nepfitomnosti
proteinu ve vzorku. V druhém pfipadé jsou Cipy vyuzi-
vany ke studiu chemickych/fyzikalnich modifikaci pro-
teinli a interakci protein(i s Sirokym spektrem biomakro-
molekul nebo i nizkomolekularnich ligandd. Podminkou
je, aby byl imobilizovany protein biologicky aktivni a aby
podminky (pH, koncentrace soli, teplota atd.), kterym
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je protein na povrchu €ipu vystaven, umoznily jeho vaz-
bu se studovanou latkou. Z hlediska molekularni biolo-
gie se soustfeduje zajem védcl na problematiku sle-
dovani interakci protein-DNA, protein-RNA, protein-pro-
tein, protein-cukr a protein-ligand (IéCivo, signalni mo-
lekula, toxin atd.). Proteinové €ipy je mozné aplikovat
i pfi sledovani posttranslaénich modifikaci proteint
(fosforylace, oxidace atd.) nebo studiu jejich konfor-
macnich (denaturace/renaturace) zmeén [23].

Ke komer¢nimu vyuziti jsou k dispozici i dalsi protei-
nové Cipy. Napfiklad firma Ciphergen Biosystems (Fre-
mont, CA, USA) dodava CM5 Cip, kde detekce proteinu
je provadéna hmotnostni spektrometrii (SELDI-TOF-MS).
Proteinovy Cip CM5 je vyroben ze skla, které je potaze-
no 50 nm filmem ze zlata, k némuz je pfes thiohydro-
xyalkan vazan dextran modifikovany streptavidinem. Zla-
to napafené na povrch substratu je velmi €asto pouziva-
no proto, Ze nepodléha oxidacim jako jiné kovy.

Proteinové Cipy v klinické biochemii

V poslednich péti letech nardsta mnozstvi publikaci
zamérenych na vyuziti proteinovych ¢ipu v klinické bio-
chemii. Ve vétsiné pfipadll jsou tyto prace zaméreny na
identifikace proteinG hrajicich roli v infekénich chorobach
a rakoviné. Yip et al. identifikovali SELDI-TOF-MS &i-
pem SAA (Serum Amyloid A) protein, ktery indikuje
rozsah pneumonie u tézkého akutniho respiraéniho
syndromu (SARS) [24]. Jiny autorsky kolektiv sledoval
mikro-ELISA technikou biomarker PSA (Prostate-Spe-
cific Antigen), jehoz pfitomnost v plazmé souvisi s ra-
kovinou prostaty [25]. Proteinové Cipy byly s Uspéchem
aplikovany pfi sérologickém vysetfeni. Pét typu SELDI-
-TOF-MS ¢ipl (IMAC3, WCX, SAX2, H50, NP20) od
Ciphergen Biosystems bylo pouzito pro sledovani spekt-
ra proteind v séru déti s neuroblastomem [26]. K ana-
lyze se pouzivaly 3 pl vzorky séra, které se po nafede-
ni vazebnym pufrem nanasely na jednotlivé Cipy. Kaz-
dy z uvedenych ¢ipd fungoval na jiném principu, napf.
¢ip H50 byl specificky k hydrofobnim proteinim
a IMAC3 k proteinlim vazajici kovy. Ziskané vysledky
byly reprezentovany jako profil peptidt a protein(i v sé-
ru v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti, a to pro
kazdy Cip oddélené. Pfi srovnani profild zdravych je-
dincu s profily pacientt s diagn6zou neuroblastomu, by-
ly pozorovany prokazatelné rozdily. Proteiny, které by-
ly pozorovany v séru nemocnych pacient a jejichz pfi-
tomnost nebyla potvrzena u zdravych déti, byly identi-
fikovany pomoci databaze ExPASy [26]. Uvedenym zp(-
sobem komparace proteinového spektra zdravych a ne-
mocnych subjektl se pomérné s uspéchem nalézaji no-
vé biomarkery nadorovych onemocnéni. Stejnou Cipo-
vou sadu pouzil tym americkych vyzkumnik{ pfi hle-
dani nového markeru karcinomu endometria [27]. Ana-
lyzy byly provadény v homogenatech pfipravenych ze
zdravé a maligni tkané délozni sliznice. U vzorkd ma-
ligni sliznice byl — na rozdil od vzork{i zdravych jedinct
— hmotnostni spektrometrii identifikovan protein s mo-
lekulovou hmotnosti 10 843 Da. Nasledné byl z homo-
genatl maligni tkané tento protein izolovan a po naste-

peni trypsinem detailné studovan hmotnostni spektro-
metrii. Ziskané CID (collision-induced dissociation)
hmotnostni spektrum identifikovalo protein jako chape-
ronin 10 [27]. Obdobné postupoval tym americkych vy-
zkumnikU pfi sérologickém vySetfeni pacientl s hepa-
tocelularnim karcinomem [28]. Sofistikovanéjsi strate-
gie kombinujici analyzu genomu s proteomem byla po-
uzita pfi hledani markeru rozpoznavajici adenokarcinom
tlustého stfeva a ovaria [29]. Celkem 60 rakovinnych
bunéénych linii bylo testovano €ipovymi sadami pro
DNA, mRNA a proteiny. Na zakladé analyzy ziskanych
molekularnich profild byl jako marker pro karcinom
traéniku navrzen villin a pro karcinom ovaria to byl
moesin. Z vysledku prace Nishizuka et al. vyplyva, ze
kombinace analyzy DNA, sledovani koncentrace tran-
skriptu a exprese proteinu pfinaseji vicerozmérny po-
hled pfi hledani novych markeru rakoviny.

Cipy byly také aplikovany pro imunofenotypizaci
leukemickych bunék. S €ipem, na jehoz povrch byly
imobilizovany protilatky, Ize ziskat vysledky srovnatel-
né s vysledky analyz metodou pritokové cytometrie,
ktera se pro ucely imunofenotypizace leukémii bézné
pouziva. Frakce leukocytll ziskana z krve pacientu je
mozné nanaset pfimo na povrch ¢ipu. Tento systém se
da v praxi vyuzit pro diagnozu leukémie [30].

Uvedené prace demonstruji moznost aplikace pro-
teinovych €ipu v klinické praxi. Da se predpokladat, ze
v pfipadé protein( bude technologie €ipl dllezitym dia-
gnostickym nastrojem. Technologie Cipl je — na rozdil
od klasickych analytickych metod — ekonomicky mé-
né naroc¢na jak z hlediska pofizovaci ceny, tak z hle-
diska provozu zafizeni. Z aplikaci SELDI-TOF-MS, které
byly vySe popsany, Ize usuzovat, ze ¢ipy mohou v bu-
doucnu vyrazné urychlit hledani novych biomarkerd.
Znacny potencial je ve vyuziti proteinovych Cipl pfi
vyvoji novych léCiv. V této oblasti by bylo mozné vy-
uzit receptory imobilizované na Cipu ke studiu jejich
vazby s léCivem. Obdobné by mohly byt studovany
obecné vazebné a inhibi¢ni vlastnosti farmaceutickych
preparatu, jako je Avastin®, coz je protilatka (inhibujici
rGstovy faktor VEGF) vyuzivana v terapii kolorektalni-
ho karcinomu. Dal$i biomedicinské aplikace proteino-
vych &ipl jsou uvedeny v odborné literature [31, 32].

Diskuse

Prelom tisicileti s sebou pfinesl nékolik vyznamnych
biologickych objevt, které bude mozné vyuzit pro lé-
karské ucely. Mezi ty nejvyznamnéjsi patfi kompletni
sekvenace lidského genomu [35] a naklonovani lidského
embrya [33]. Tyto dva objevy tvofi zaklad pro budouci
rozvoj genoveé terapie a terapeutického klonovani. Vy-
uziti gent v klinické praxi a molekularni diagnostice je
bezesporu vysoce efektivnim nastrojem dnesni medi-
ciny [9]. Na rozdil od DNA byla problematika proteint
a jejich vyuziti v diagnostice nastolena vyrazné pozdéji.
PFitomnost genu nebo jeho transkriptu vSak ne vzdy
koresponduje se studovanym fyziologickym projevem,
ktery je realizovan az funkénimi proteiny. V tomto ohle-
du by se v budoucnu mohly Cipy, detekujici proteinové
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biomarkery patologickych procesl, stat vyznamnym
diagnostickym nastrojem. Vyhoda sledovani koncent-
race téchto biomarker( spociva v tom, ze mohou indi-
kovat ranné faze vyvoje nemoci, které histopatologicke
nebo jiné vySetfeni neni schopno postihnout [3].

Technologie Cipu s imobilizovanymi protilatkami je
z ¢asti omezena slozitou procedurou predchazejici zis-
kani protilatky. Mohl by byt tento problém v budouc-
nosti vyfeSen syntézou protilatek v laboratornich pod-
minkach? De novo uméla syntéza proteind zazname-
nava v poslednim desetileti vyznamné uspéchy. Dnes
je mozna pfiprava polypeptidd o délce cca 250 amino-
kyselin. Vyznamnym krokem vpfed je syntéza erythro-
poetinu firmou Gryphon v roce 2001 technologii fungu-
jici na principu spojovani oligopeptidickych fragmentt
[34]. Vyjdeme-li z pfedpokladu, Ze proces sbalovani pro-
teind je fizen primarni sekvenci polypeptidu, je zde moz-
nost vyuzit tyto techniky i pro syntézu vétSich molekul
s biologicky aktivni konformaci. Vyhodou je, Ze protei-
novy ¢€ip nemusi byt modifikovan celou protilatkou, ale
pouze tou &asti (fragmentem protilatky), ktera rozpo-
znava dany epitop antigenu. Mimo jiné protilatka mdze
byt pouzita opakované, v pfipadé, ze po detekci pro-
teinu provedeme disociaci vazby mezi antigenem a pro-
tilatkou [21].

S rozvojem nanotechnologii se stale ¢astéji muze-
me setkat s miniaturizaci Cipové technologie. Byly pub-
likovany prace popisujici vyrobu mikroCipu s vice jak
1600 spoty o velikosti 150—200 um na ploSe 1 cm?a za-
fizeni schopné davkovat 5 nl vzorky [7]. Da se pfedpo-
kladat, ze nanotechnologie bude v budoucnu udavat
smér vyvoje proteinovych Cipu a zvysi jejich aplikova-
telnost v diagnostické praxi.
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Dédi¢né metabolické poruchy

Grada 2008, ptelozila prim. MUDr. S. Stastna, CSc., MBA

Velmi uzite¢nd publikace sestavena
novou generaci lékari heidelberské kli-
niky a dalSich spolupracovnikd, kterou
vydalo nakladatelstvi Lippincott Williams
and Wilkins, Philadelphia 2002.

Do cestiny velmi dobfe a zasvéce-
nym zpUsobem prelozila prim. MUDr.
Stastna, ktera se problematikou dédi¢-
nych metabolickych poruch zabyva.

Publikace na 400 strankach pojed-
nava o screeningu, prevenci, diagnosti-

ce i lécbé dédiénych metabolickych poruch v celém jejich rozsa-
hu, s vyjimkou lipidéz. Tato prudce se rozvijejici oblast, pfedevsim
pediatrické, genetické a biochemické mediciny, vyzaduje neusta-
|é doplfiovani patogenetickych i patognomonickych poznatkt, aby
umoznila ¢tenafi pfehlédnout a pochopit dlouhou fadu nemoci zna-
mych i méné znamych. O vétSiné z nich jsme si jeSté donedavna
mysleli, ze mutace jednoho genu znamena jednu nemoc a Ze mo-
lekularni genetické vySetfeni nam jisté zajisti definitivni diagnozu.
Genovy polymorfismus spolu se zevnimi vlivy prostfedi nas ve-
dou i u znamych chorob do novych a novych metabolickych
liSnych. Tato publikace, sponzorovana firmami Milupa a SHS In-
ternational, kone¢né zaplnuje vice nez 20letou mezeru v ceském
pisemnictvi o dédicnych metabolickych poruchach. Posledni byla
publikace Hyanka a et al., vydana v roce 1975 v Avicenu. Nova
publikace byla uz opravdu nanejvy$e potfebna.

Meritum této nové publikace spociva v tom, Ze vede étenare
od zakladni symptomatologie, pfes doporuceni vhodnych vySet-
feni az k diferencialni diagn6ze a moznostem |écby. Tato cesta
byva velmi slozitd a naro¢nd, protoze celou fadu piipadi se stale
nedafi plné zaradit a objasnit.

Graficka Uprava a tabulkové prehledy v publikaci jsou velmi
kvalitni a vystizné.

Publikace je ur€ena jak pro rychlou orientaci v nepfehledné
,dzungli“ metabolitd nahlédnutim do obsahlych tabulek a metabo-
lickych schémat ¢i diagnostickych postupt, tak pro systematické
a dikladné prostudovani podstaty véech dnes znamych a pro dife-
rencialni diagnostiku potfebnych nemoci. Provede ¢tenare tskalimi
zcela novych doplrujicich poznatkl, hodnoti dosud akceptované
postupy — pocinaje screeningem novorozencu, diagnostickymi la-
boratornimi metodami, hodnotou molekularné genetickych vysSetre-
ni, ovéfenymi lé¢ebnymi postupy az po efektivni prenatalni ¢i pre-
matrimonialni prevenci. Jsou uvedeny referenéni hodnoty v§ech
diagnosticky vyznamnych metabolitt a jejich interpretace, vyznam
a diagnosticka pomoc enzymovych vysetreni, validita DNA analyz
jednotlivych genovych mutaci, které maji pro diagnézu vyznam.

V zavéru pak tabulkové prehledy hodnoty davaji vycerpavaji-
ci recentni Udaje o kazdé nemoci, aniz by ¢tenar musel hledat
v 5000strankové metabolické ,bibli“ Scrivera et al.: Metabolic Ba-
ses of Inherited Diseases.

Kniha je vhodna nejenom pro pediatry a biochemiky, neurolo-
gy, genetiky, neonatology. ale také — jak ,uspésné odlé¢ené” déti
dorUstaji do dospélého véku — i pro internisty, praktické Iékare,
gynekology, porodniky, endokrinology a dal$i odborniky, protoze
se s dospélymi pacienty trpicimi dédiénymi metabolickymi choro-
bami jisté setkaji. Dédiéna metabolicka onemocnéni se totiz vétsi-
nou nepodafi vylécit, jen se podafi zabranit zménam poskozujicim
CNS, srdce, jatra €i jiné citlivé tkané. Dédi¢nost respektuje pfisné
genetické zakony, a tak geneticka prevence pfi volbé zivotniho
partnera pfivadi adolescenty a dospélé znova do péce odbornych
Iékara. Uroven jak diagnostiky, tak prevence ilé&by dédiénych
metabolickych poruch je v nasSich zemich vysokd, srovnatelna
s nejvyspélejSimi zemémi Evropy, a tak tato dobra publikace jisté
pfispéje k jejimu dalSimu zlepSeni.

Prof. MUDr. Josef Hyanek, DrSc.
Metabolicka ambulance Nemocnice na Homolce
e-mail: josef.hyanek @homolka.cz
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