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Úvod

Proteiny představují řídící a regulační aparát buňky.
Jedná se o komplikovaný systém složený z velkého
množství strukturních a regulačních individuí, které jsou
ve vzájemné interakci mezi sebou a velkým počtem
intracelulárních i extracelulárních signálů. Tyto v čase
probíhající biomolekulární interakce jsou podstatou bu-
něčné signalizace, díky které je spouštěna a řízena vět-
šina anabolických a katabolických reakcí v buňce. Pro-
teom člověka je složen z několika tisíc proteinů plní-
cích rozmanité funkce (obr. 1). Některé z nich se vy-
skytují ve všech buňkách těla, avšak mnoho proteinů
plní své funkce pouze ve specifických tkáních (tkáňo-
vá specifita). Kromě toho ne všechny proteiny jsou za-
stoupeny v celé buňce, ale naopak jsou lokalizovány
v typických buněčných kompartmentech. Navíc se ob-
sah proteinů buňky v čase mění v závislosti na vývo-
jové fázi organismu a vlivu prostředí. Na rozdíl od ne-
měnné genetické konstituce organismu je proteom ty-
pický svou proměnlivostí a heterogenitou. Vzhledem
k významným funkcím, které proteiny v organismu za-
stávají, vede ve většině případů nefunkční protein k pa-
tologickému procesu. Příčinou vzniku patologických pro-
teinů může být mnoho. Pokud se nejedná o mutace v ge-
nu, který protein kóduje, je obvykle příčina patologické
reakce v chybné kotranslační nebo posttranslační úpravě
polypeptidu. Zájem lékařů o proteiny je spojen s jejich
významem v procesu kancerogeneze, ve spojitosti
s neurodegenerativními procesy, funkčností imunitního
systému, onemocněním srdce nebo vývojem nových
léčiv [1]. Proteiny, přítomné v krvi nebo jiných tělních

tekutinách, reflektují fyziologický stav organismu a je
možné je využít jako markery (biomarkery), které lze
efektivně využívat k diagnostice či monitorování prů-
běhu nemoci nebo léčby pacientů [2–5].

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].

Zájem vědců o proteiny v posledních letech výraz-
ně vzrostl a poznatky základního výzkumu jsou postup-
ně aplikovány v experimentální i praktické medicíně.
Tento výrazný krok kupředu byl podmíněn objevy no-
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SOUHRN
Objevy a vývoj nových technologií umožňují studovat nové vlastnosti genomu, transkriptomu a proteomu v průběhu
procesu diagnózy, progrese a léčby. Proteinové čipy (biočipy) mohou být využity pro kvalitativní analýzu a studium
interakcí proteinů (enzym-substrát, protilátka-antigen, protein-DNA/RNA, receptor-ligand). Své uplatnění nachází také
při sledování posttranslačních modifikací (fosforylace, oxidace atd.). Z pohledu klinické biochemie jsou čipy používány
pro analýzy prognostických a diagnostických markerů. Ukazuje se, že provoz čipových sad je finančně méně náročný,
než je tomu u konvenčních zařízení. Tato práce se zabývá současným vývojem technologie proteinových čipů s ohle-
dem na jejich uplatnění v klinické diagnostice a molekulární medicíně.
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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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vých analytických nástrojů, které umožnily studium pro-
teomu. Mezi podstatné objevy, které přispěly k objas-
nění biologických funkcí proteinů, patří rentgenová
strukturní analýza a nukleární magnetická rezonance.
Zahájení mapování proteomů bylo iniciováno navrže-
ním nových ionizačních technik ESI (Electrospray Ioni-
zation) a MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/Ioni-
zation), díky nimž je možné analyzovat makromoleku-
ly hmotnostní spektrometrií. Kombinace 2D-gelové
elektroforézy a hmotnostní spektrometrie je dnes zá-
kladním nástrojem pro identifikaci peptidů a proteinů
v tělních tekutinách a jednotlivých orgánech [6]. Podob-
ně jako je tomu u většiny významných biologických
objevů i v medicíně nalezla proteomika své místo až
po zavedení patřičných experimentálních postupů a me-
tod [7]. V předkládané práci jsou prezentovány výsled-
ky, které byly v posledních letech dosaženy v oblasti
vývoje čipů sloužících k detekci proteinů. Problemati-
ka je popisována v souvislosti s aplikací těchto tech-
nologií v klinické biochemii a molekulární diagnostice.

Proteinové čipy a jejich konstrukce

Většina analytických metod používaných pro detekci
proteinů vyžaduje poměrně zdlouhavou přípravu vzor-
ku, po níž přichází separační procedura, která je ob-
vykle on-line spojena s detektorem [8]. Technologie či-
pů by tyto kroky, předcházející samotné detekci protei-
nů, měla odstranit. Vývoj DNA čipů historicky předchá-
zel vzniku prvních proteinových čipů a mnohdy byly
poznatky získané ve výzkumu zaměřeném na detekci
nukleových kyselin aplikovány i na problematiku ana-
lýzy proteinů. Stanovení DNA pomocí čipů je ve větši-
ně případů založeno na Watson-Crickově párování bází
dvou nukleotidových řetězců (hybridizace), kde jeden
z řetězců je imobilizován na povrch čipu. V takovém
případě se na povrch čipu váže pouze DNA, která je
komplementární k imobilizovaným nukleotidům (ve vět-
šině případů jde o oligonukleotidy) a vzniklé duplexy
jsou detekovány. Na rozdíl od proteinových čipů je vý-
hodou čipů pro DNA možnost použít PCR pro amplifi-
kaci detekovaných molekul – detaily [9, 10]. Nejenom
v tomto ohledu, ale i v jiných případech, je technologie
proteinových čipů v určitých aspektech omezena (např.
strukturální změny, nežádoucí interakce nebo ztráta bio-
logické aktivity proteinu během analýzy).

Podstatou čipů pro detekci proteinů je jejich imobili-
zace na pevný povrch (tzv. substrát). Nejčastěji se po-
užívá destička nebo fólie vyrobená ze skla, silikonu,
teflonu, plastů nebo běžných syntetických polymerů
(polystyren, nitrocelulóza, polyvinylidendifluorid apod.).
Proteiny mohou být imobilizovány na substrát nebo je-
ho modifikovaný povrch fyzikální sorpcí (nekovalentní
interakcí) nebo kovalentní vazbou. Velmi často je na
povrch substrátu speciální technologií nanesena (na-
pařena) vrstva zlata, hliníku nebo jiného kovu. Na tuto
anorganickou vrstvu se nanáší organický film (obr. 2).
Vlastnosti organického filmu by měly být takové, aby
po nanesení vzorku nedocházelo ke ztrátě jeho kom-
paktnosti a dehydrataci. K omezení dehydratace pro-

teinů na povrchu čipu se používá agaróza, dextranové
a polyakrylamidové gely nebo jiné hydrofilní polymery
(např. poly-L-lysin) [11, 12]. Hydrofilní vlastnosti organic-
kého filmu jsou velmi důležité, jelikož obecně přispívají
k afinitě mezi proteinem a povrchem čipu. Většina pro-
teinů disponuje hydrofilními aminokyselinami na svém
povrchu a hydrofobní aminokyseliny jsou orientovány do
vnitřní struktury molekuly. Hydrofilní proteiny tak mohou
být přitahovány hydrofilním povrchem čipu. V ideálním
případě tvoří organický film homogenní monovrstva mo-
lekul (SAM: Self-Assembled Monolayer) s volnými hydro-
filními konci. Důležitou součástí organického filmu jsou
také specifická vazebná místa pro afinitní značku pro-
teinu. Proces imobilizace proteinu na organický film je
klíčovým krokem v konstrukci čipu. To, s jakou efektivi-
tou a afinitou se bude protein vázat, je výsledkem opti-
malizace komplexní procedury zahrnující např. volbu vhod-
ných vazebných pufrů nebo upravení teploty a pH. Mnoh-
dy je tato práce usnadněna znalostí konformace a fyzi-
kálně-chemických vlastností vazebného místa (diso-
ciačních konstant) proteinu.

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 možné protein navázat na povrch
čipu, je potřeba jeho strukturu modifikovat afinitní znač-
kou. Tato značka je specificky rozpoznána látkou, kte-
rou je organický film čipu modifikován (Target Protein
Arrays). Často se proteiny značí biotinem (tzv. biotiny-
lace proteinu). Protein značený biotinem se může vá-
zat na čip modifikovaný avidinem nebo streptavidinem.
Jinou možností je značení proteinu polyaminokyselino-
vou sekvencí jako je poly(His), poly(Lys) nebo také po-
ly(Cys). Například při použití poly(His) se histidiny váží
s čipem, který byl modifikován niklem. Jinou možností
je imobilizace rekombinantních fúzních proteinů GST
(glutathion-S-transferáza), MBP (maltózu vázající pro-
tein), TRX (thioredoxin) nebo GFP (zelený fluoreskující
protein). Například fúzní protein GST (protein, který je
na C-konci značený GST) je možné navázat imobilizo-
vanou anti-GST protilátkou [12, 13].

Pokud není protein značený, může být navázán pro-
tilátkou imobilizovanou na povrchu čipu (antibody ar-
rays). Obvykle se protilátka imobilizuje adsorpcí na nitro-
celulózovou membránu čipu nebo je protilátka na čip
ukotvena afinitní značkou tak, jak bylo popsáno výše
(např. biotinem) nebo přímo vazbou na SAM čipu. Na
čip modifikovaný protilátkou se váže detekovaný pro-
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tein, který byl označen společně s ostatními proteiny
v připraveném homogenátu. V případě proteinových čipů
s imobilizovanou protilátkou se s úspěchem používají
principy a experimentálně ověřené postupy známé
z testu ELISA [14]. Vysoké selektivity lze dosáhnout
se dvěma protilátkami (sendvičový test). V sendvičo-
vém testu je používána kombinace polyklonální a mo-
noklonální protilátky. Selektivita je přitom zaručena spe-
cifitou monoklonální protilátky pouze k jednomu epito-
pu antigenu. Pokud jsou použity oba typy protilátek, je
na povrch čipu imobilizována protilátka polyklonální, na
kterou se váže detekovaný protein. Jakmile tato vazba
proběhne, je na protein navázána značená monoklo-
nální protilátka, jejíž signál se detekuje [13, 15]. Rama-
chandran et al. [16] navrhli ve své práci NAPPA čip
(Nucleic Acid Programmable Protein Array) založený
na vazbě proteinu polyklonální protilátkou. NAPPA sys-
tém je svou konstrukcí unikátní v tom, že detekovaný
protein je syntetizován přímo na povrchu čipu. Na čip
je speciální technologií imobilizovaná plazmidová DNA
pomocí biotin/avidinové vazby. Plazmid obsahuje sek-
venci pro syntézu fúzního proteinu GST. Syntéza pro-
bíhá in situ na povrchu čipu rozetřením lyzátu z králi-
čích retikulocytů s T7 polymerázou. Detekovaný pro-
tein je tak syntetizován s C-terminální GST značkou
a vázán polyklonální anti-GST protilátkou, která je tak-
též imobilizovaná na povrchu čipu. Detekce navázané-
ho proteinu probíhá po vazbě monoklonální anti-GST
protilátky technologií TSA (Tyramide Signal Amplifica-
tion). In situ syntézou detekovaného proteinu je možné
zabránit jeho poškození v průběhu přípravy vzorku.

Proteiny se váží pouze na určitá vazebná místa (spo-
ty) čipu a detekce navázaného proteinu je realizována
automatickými skenery a roboty [17]. V případě, že by
docházelo k nežádoucím interferencím v průběhu de-
tekce, je zbylá matrice analytu po vazbě proteinu na
čip odmyta. Čip sloužící k identifikaci většího počtu pro-
teinů (technologie mapování proteomu) obsahuje ob-
vykle několik stovek až tisíc spotů s protilátkami k ana-
lyzovaným proteinům. Detekce probíhá pomocí auto-
matických digitálních skenerů vybavených CCD-kame-
rou (Charge-Coupled Device) rozeznávající pozice spotů
čipu a detekující intenzitu signálu (např. fluorescenční
nebo chemiluminiscenční skenery). Signál poskytující
naznačený protein je detekován fluorometricky, chemi-
luminiscenčně, elektrochemicky, metodou povrchové
plazmonové rezonance (SPR: surface plasmon reso-
nance) [18] nebo hmotnostní spektrometrií SELDI
(Surface-Enhanced Laser Desorption/Ionization) s ana-
lyzátorem TOF (time-of-flight) [7, 19, 20].

Čipy, které jsou použity jako on-line součást průto-
kových systémů, HPLC nebo kapilární elektroforézy,
spoty neobsahují. Spoty mohou být vytvořeny na povr-
chu substrátu odlišnými způsoby. Nejjednodušší způ-
sob je vytvořit spoty přímo na anorganické vrstvě ko-
vu (plain-glass slide). Složitějším, avšak efektivnějším
způsobem je vytvořit spoty v matrici polyakrylamido-
vého gelu naneseného na kovovou vrstvu čipu. V tako-
vém případě tvoří spoty jamky (microwell chip) v matrici,
nebo naopak bločky (3D gel pad chip) vystupující nad
povrch roviny kovové vrstvy. To, jakým způsobem se

matrice zhotoví na povrchu čipu, můžeme demonstro-
vat na práci Mirzabekova et al. [21]. Autoři využili
(3D gel pad chip) technologii fotopolymerace akrylami-
du na fólii pokrytou 1 µm vrstvou chrómu. Nejprve na-
nesli na vrstvu kovu 3% akrylamidový roztok, na který
byla umístěna mřížka s okénky 100 × 100 µm. Takto
připravená vrstva akrylamidu byla ozařována UV-lam-
pou, čímž bylo docíleno polymerizace akrylamidu
v okénkách mřížky. Zbylý akrylamid vyplňující prostor
mezi okénky, který nebyl vystaven UV-záření, byl po
odstranění mřížky odmyt a na povrchu čipu zůstaly pou-
ze polyakrylamidové spoty. Polyakrylamidové spoty byly
aktivovány glutaraldehydem nebo hydrazidem a na tak-
to upravené spoty byly vázány proteiny. Uvedený čip
bylo možné použít pro imobilizaci protilátky, na kterou
se vázal antigen značený FITC (fluoresceinizotiokya-
nát) nebo peroxidázou (detekuje se produkt enzyma-
tické reakce). Obdobně mohou být spoty modifikovány
antigenem a sledovat vazbu FITC značené protilátky
nebo provádět sendvičový test. Spoty vyrobené z gelu
jsou výhodné také pro sledování enzymatických reak-
cí probíhajících přímo na čipu. Na aktivovaný polyakry-
lamidový gel se dá snadno imobilizovat alkalická fosfa-
táza a sledovat její inhibici L-fenylalaninem [21].

Aplikace čipů v proteomice

Výsledky, které byly doposud získány v základním
výzkumu, jsou s úspěchem aplikovány v komerčních
testech. Podobně jako u DNA/RNA čipů, které umož-
ňují identifikaci velkého množství DNA nebo transkrip-
tů (mRNA) během jedné analýzy, je snaha využít čipy
pro mapování proteomů. Aplikovatelnost čipů pro iden-
tifikace většího počtu proteinů byla prvním impulzem
pro přenos technologie čipů do komerční sféry. Sepa-
rační techniky v on-line spojení se systémem čipů se
využívají při analýze složitých matricí, které znesnad-
ňují vazbu detekovaných proteinů na povrch čipu. V tom-
to směru je velmi perspektivní využití mikrofluidních
systémů [22].

Aplikace čipů je orientována do dvou oblastí proteo-
miky. V prvním případě se jedná o využití čipů k mapo-
vání proteomů. K takovému účelu slouží protilátkou zna-
čené čipy, jako je komerční čip BD Clontech (Palo Alto,
CA, USA) s 378 imobilizovanými protilátkami. Proces
detekce je automatizován fluorescenčním skenerem.
Čipy s imobilizovanou protilátkou jsou využitelné pro
detekci série enzymů, jejichž přítomnost indikuje např.
přítomnost funkční metabolické dráhy. Jsou-li k dispo-
zici potřebné protilátky, je aplikovatelnost těchto zaří-
zení velmi vysoká vzhledem k možnosti identifikovat
neomezený počet proteinů. Kvantifikace navázaných
proteinů je nepřesná (semikvantitativní) a umožňuje zís-
kat informaci o přítomnosti nebo naopak nepřítomnosti
proteinu ve vzorku. V druhém případě jsou čipy využí-
vány ke studiu chemických/fyzikálních modifikací pro-
teinů a interakcí proteinů s širokým spektrem biomakro-
molekul nebo i nízkomolekulárních ligandů. Podmínkou
je, aby byl imobilizovaný protein biologicky aktivní a aby
podmínky (pH, koncentrace solí, teplota atd.), kterým
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je protein na povrchu čipu vystaven, umožnily jeho vaz-
bu se studovanou látkou. Z hlediska molekulární biolo-
gie se soustřeďuje zájem vědců na problematiku sle-
dování interakcí protein-DNA, protein-RNA, protein-pro-
tein, protein-cukr a protein-ligand (léčivo, signální mo-
lekula, toxin atd.). Proteinové čipy je možné aplikovat
i při sledování posttranslačních modifikací proteinů
(fosforylace, oxidace atd.) nebo studiu jejich konfor-
mačních (denaturace/renaturace) změn [23].

Ke komerčnímu využití jsou k dispozici i další protei-
nové čipy. Například firma Ciphergen Biosystems (Fre-
mont, CA, USA) dodává CM5 čip, kde detekce proteinu
je prováděna hmotnostní spektrometrií (SELDI-TOF-MS).
Proteinový čip CM5 je vyroben ze skla, které je potaže-
no 50 nm filmem ze zlata, k němuž je přes thiohydro-
xyalkan vázán dextran modifikovaný streptavidinem. Zla-
to napařené na povrch substrátu je velmi často používá-
no proto, že nepodléhá oxidacím jako jiné kovy.

Proteinové čipy v klinické biochemii

V posledních pěti letech narůstá množství publikací
zaměřených na využití proteinových čipů v klinické bio-
chemii. Ve většině případů jsou tyto práce zaměřeny na
identifikace proteinů hrajících roli v infekčních chorobách
a rakovině. Yip et al. identifikovali SELDI-TOF-MS či-
pem SAA (Serum Amyloid A) protein, který indikuje
rozsah pneumonie u těžkého akutního respiračního
syndromu (SARS) [24]. Jiný autorský kolektiv sledoval
mikro-ELISA technikou biomarker PSA (Prostate-Spe-
cific Antigen), jehož přítomnost v plazmě souvisí s ra-
kovinou prostaty [25]. Proteinové čipy byly s úspěchem
aplikovány při sérologickém vyšetření. Pět typů SELDI-
-TOF-MS čipů (IMAC3, WCX, SAX2, H50, NP20) od
Ciphergen Biosystems bylo použito pro sledování spekt-
ra proteinů v séru dětí s neuroblastomem [26]. K ana-
lýze se používaly 3 µl vzorky séra, které se po naředě-
ní vazebným pufrem nanášely na jednotlivé čipy. Kaž-
dý z uvedených čipů fungoval na jiném principu, např.
čip H50 byl specifický k hydrofobním proteinům
a IMAC3 k proteinům vázající kovy. Získané výsledky
byly reprezentovány jako profil peptidů a proteinů v sé-
ru v závislosti na jejich molekulové hmotnosti, a to pro
každý čip odděleně. Při srovnání profilů zdravých je-
dinců s profily pacientů s diagnózou neuroblastomu, by-
ly pozorovány prokazatelné rozdíly. Proteiny, které by-
ly pozorovány v séru nemocných pacientů a jejichž pří-
tomnost nebyla potvrzena u zdravých dětí, byly identi-
fikovány pomocí databáze ExPASy [26]. Uvedeným způ-
sobem komparace proteinového spektra zdravých a ne-
mocných subjektů se poměrně s úspěchem nalézají no-
vé biomarkery nádorových onemocnění. Stejnou čipo-
vou sadu použil tým amerických výzkumníků při hle-
dání nového markeru karcinomu endometria [27]. Ana-
lýzy byly prováděny v homogenátech připravených ze
zdravé a maligní tkáně děložní sliznice. U vzorků ma-
ligní sliznice byl – na rozdíl od vzorků zdravých jedinců
– hmotnostní spektrometrií identifikován protein s mo-
lekulovou hmotností 10 843 Da. Následně byl z homo-
genátů maligní tkáně tento protein izolován a po naště-

pení trypsinem detailně studován hmotnostní spektro-
metrií. Získané CID (collision-induced dissociation)
hmotnostní spektrum identifikovalo protein jako chape-
ronin 10 [27]. Obdobně postupoval tým amerických vý-
zkumníků při sérologickém vyšetření pacientů s hepa-
tocelulárním karcinomem [28]. Sofistikovanější strate-
gie kombinující analýzu genomu s proteomem byla po-
užita při hledání markeru rozpoznávající adenokarcinom
tlustého střeva a ovaria [29]. Celkem 60 rakovinných
buněčných linií bylo testováno čipovými sadami pro
DNA, mRNA a proteiny. Na základě analýzy získaných
molekulárních profilů byl jako marker pro karcinom
tračníku navržen villin a pro karcinom ovaria to byl
moesin. Z výsledků práce Nishizuka et al. vyplývá, že
kombinace analýzy DNA, sledování koncentrace tran-
skriptu a exprese proteinu přinášejí vícerozměrný po-
hled při hledání nových markerů rakoviny.

Čipy byly také aplikovány pro imunofenotypizaci
leukemických buněk. S čipem, na jehož povrch byly
imobilizovány protilátky, lze získat výsledky srovnatel-
né s výsledky analýz metodou průtokové cytometrie,
která se pro účely imunofenotypizace leukémií běžně
používá. Frakce leukocytů získaná z krve pacientů je
možné nanášet přímo na povrch čipu. Tento systém se
dá v praxi využít pro diagnózu leukémie [30].

Uvedené práce demonstrují možnost aplikace pro-
teinových čipů v klinické praxi. Dá se předpokládat, že
v případě proteinů bude technologie čipů důležitým dia-
gnostickým nástrojem. Technologie čipů je – na rozdíl
od klasických analytických metod – ekonomicky mé-
ně náročná jak z hlediska pořizovací ceny, tak z hle-
diska provozu zařízení. Z aplikací SELDI-TOF-MS, které
byly výše popsány, lze usuzovat, že čipy mohou v bu-
doucnu výrazně urychlit hledání nových biomarkerů.
Značný potenciál je ve využití proteinových čipů při
vývoji nových léčiv. V této oblasti by bylo možné vy-
užít receptory imobilizované na čipu ke studiu jejich
vazby s léčivem. Obdobně by mohly být studovány
obecně vazebné a inhibiční vlastnosti farmaceutických
preparátů, jako je Avastin®, což je protilátka (inhibující
růstový faktor VEGF) využívaná v terapii kolorektální-
ho karcinomu. Další biomedicínské aplikace proteino-
vých čipů jsou uvedeny v odborné literatuře [31, 32].

Diskuse

Přelom tisíciletí s sebou přinesl několik významných
biologických objevů, které bude možné využít pro lé-
kařské účely. Mezi ty nejvýznamnější patří kompletní
sekvenace lidského genomu [35] a naklonování lidského
embrya [33]. Tyto dva objevy tvoří základ pro budoucí
rozvoj genové terapie a terapeutického klonování. Vy-
užití genů v klinické praxi a molekulární diagnostice je
bezesporu vysoce efektivním nástrojem dnešní medi-
cíny [9]. Na rozdíl od DNA byla problematika proteinů
a jejich využití v diagnostice nastolena výrazně později.
Přítomnost genu nebo jeho transkriptu však ne vždy
koresponduje se studovaným fyziologickým projevem,
který je realizován až funkčními proteiny. V tomto ohle-
du by se v budoucnu mohly čipy, detekující proteinové
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biomarkery patologických procesů, stát významným
diagnostickým nástrojem. Výhoda sledování koncent-
race těchto biomarkerů spočívá v tom, že mohou indi-
kovat ranné fáze vývoje nemoci, které histopatologické
nebo jiné vyšetření není schopno postihnout [3].

Technologie čipů s imobilizovanými protilátkami je
z části omezena složitou procedurou předcházející zís-
kání protilátky. Mohl by být tento problém v budouc-
nosti vyřešen syntézou protilátek v laboratorních pod-
mínkách? De novo umělá syntéza proteinů zazname-
nává v posledním desetiletí významné úspěchy. Dnes
je možná příprava polypeptidů o délce cca 250 amino-
kyselin. Významným krokem vpřed je syntéza erythro-
poetinu firmou Gryphon v roce 2001 technologií fungu-
jící na principu spojování oligopeptidických fragmentů
[34]. Vyjdeme-li z předpokladu, že proces sbalování pro-
teinů je řízen primární sekvencí polypeptidu, je zde mož-
nost využít tyto techniky i pro syntézu větších molekul
s biologicky aktivní konformací. Výhodou je, že protei-
nový čip nemusí být modifikován celou protilátkou, ale
pouze tou částí (fragmentem protilátky), která rozpo-
znává daný epitop antigenu. Mimo jiné protilátka může
být použita opakovaně, v případě, že po detekci pro-
teinu provedeme disociaci vazby mezi antigenem a pro-
tilátkou [21].

S rozvojem nanotechnologií se stále častěji může-
me setkat s miniaturizací čipové technologie. Byly pub-
likovány práce popisující výrobu mikročipů s více jak
1600 spoty o velikosti 150–200 µm na ploše 1 cm2 a za-
řízení schopné dávkovat 5 nl vzorky [7]. Dá se předpo-
kládat, že nanotechnologie bude v budoucnu udávat
směr vývoje proteinových čipů a zvýší jejich aplikova-
telnost v diagnostické praxi.
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Dědičné metabolické poruchy
Grada 2006, přeložila prim. MUDr. S. Šťastná, CSc., MBA

Velmi užitečná publikace sestavená

novou generací lékařů heidelberské kli-

niky a dalších spolupracovníků, kterou

vydalo nakladatelství Lippincott Williams

and Wilkins, Philadelphia 2002.

Do češtiny velmi dobře a zasvěce-

ným způsobem přeložila prim. MUDr.

Šťastná, která se problematikou dědič-

ných metabolických poruch zabývá.

Publikace na 400 stránkách pojed-

nává o screeningu, prevenci, diagnosti-

ce i léčbě dědičných metabolických poruch v celém jejich rozsa-

hu, s výjimkou lipidóz. Tato prudce se rozvíjející oblast, především

pediatrické, genetické a biochemické medicíny, vyžaduje neustá-

lé doplňování patogenetických i patognomonických poznatků, aby

umožnila čtenáři přehlédnout a pochopit dlouhou řadu nemocí zná-

mých i méně známých. O většině z nich jsme si ještě donedávna

mysleli, že mutace jednoho genu znamená jednu nemoc a že mo-

lekulární genetické vyšetření nám jistě zajistí definitivní diagnózu.

Genový polymorfismus spolu se zevními vlivy prostředí nás ve-

dou i u známých chorob do nových a nových metabolických

zvláštností, stále složitějších a pro každého pacienta poněkud od-

lišných. Tato publikace, sponzorovaná firmami Milupa a SHS In-

ternational, konečně zaplňuje více než 20letou mezeru v českém

písemnictví o dědičných metabolických poruchách. Poslední byla

publikace Hyánka a et al., vydaná v roce 1975 v Avicenu. Nová

publikace byla už opravdu nanejvýše potřebná.

Meritum této nové publikace spočívá v tom, že vede čtenáře

od základní symptomatologie, přes doporučení vhodných vyšet-

ření až k diferenciální diagnóze a možnostem léčby. Tato cesta

bývá velmi složitá a náročná, protože celou řadu případů se stále

nedaří plně zařadit a objasnit.

Recenze knihy

Grafická úprava a tabulkové přehledy v publikaci jsou velmi

kvalitní a výstižné.

Publikace je určena jak pro rychlou orientaci v nepřehledné

„džungli“ metabolitů nahlédnutím do obsáhlých tabulek a metabo-

lických schémat či diagnostických postupů, tak pro systematické

a důkladné prostudování podstaty všech dnes známých a pro dife-

renciální diagnostiku potřebných nemocí. Provede čtenáře úskalími

zcela nových doplňujících poznatků, hodnotí dosud akceptované

postupy – počínaje screeningem novorozenců, diagnostickými la-

boratorními metodami, hodnotou molekulárně genetických vyšetře-

ní, ověřenými léčebnými postupy až po efektivní prenatální či pre-

matrimoniální prevenci. Jsou uvedeny referenční hodnoty všech

diagnosticky významných metabolitů a jejich interpretace, význam

a diagnostická pomoc enzymových vyšetření, validita DNA analýz

jednotlivých genových mutací, které mají pro diagnózu význam.

V závěru pak tabulkové přehledy hodnoty dávají vyčerpávají-

cí recentní údaje o každé nemoci, aniž by čtenář musel hledat

v 5000stránkové metabolické „bibli“ Scrivera et al.: Metabolic Ba-

ses of Inherited Diseases.

Kniha je vhodná nejenom pro pediatry a biochemiky, neurolo-

gy, genetiky, neonatology. ale také – jak „úspěšně odléčené“ děti

dorůstají do dospělého věku – i pro internisty, praktické lékaře,

gynekology, porodníky, endokrinology a další odborníky, protože

se s dospělými pacienty trpícími dědičnými metabolickými choro-

bami jistě setkají. Dědičná metabolická onemocnění se totiž větši-

nou nepodaří vyléčit, jen se podaří zabránit změnám poškozujícím

CNS, srdce, játra či jiné citlivé tkáně. Dědičnost respektuje přísně

genetické zákony, a tak genetická prevence při volbě životního

partnera přivádí adolescenty a dospělé znova do péče odborných

lékařů. Úroveň jak diagnostiky, tak prevence i léčby dědičných

metabolických poruch je v našich zemích vysoká, srovnatelná

s nejvyspělejšími zeměmi Evropy, a tak tato dobrá publikace jistě

přispěje k jejímu dalšímu zlepšení.
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