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SOUHRN

Sdéleni podava informace o novém pfistupu k biochemickym analyzam. Dale shrnuje principy, pouziti, mozné vyhody &i ne-
vyhody novych multiplexnich technologii. VétSina prezentovanych metod je v soucasné dobe bud' ve fazi vyvoje, nebo je jiz
pouzivana v ramci vyzkumnych projektd. Pouze nékteré technologie postupné pronikaji do laboratoii klinické biochemie.
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SUMMARY

Vasatova M., Tichy M., Vavrova J.: Multiplex analysis with use of protein chips

The publication reports recent approach to biochemical analyses. There are summarized data about principles, usages,
advantages or disadvantages of new multiplex technologies. Although, in the meantime, the most of presented methods
are in development or they are used in research projects some technologies already expand to clinical biochemistry labo-

ratories.
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Uvod

V poslednich letech se pouziti bioCipové technologie
rozSifuje z oblasti vyzkumu genomiky a proteomiky i do
klinickych laboratofi. Proteinové Cipy mohou byt vyuzity
pro kvalitativni i kvantitativni analyzy a studium vzajem-
nych interakci protein(l. Z pohledu biochemie jsou dipy
pouzivany pro vyzkum novych a analyzy souCasnych
diagnostickych a prognostickych markerd.

PFi pohledu do historie zacal vyvoj metod proteomi-
ky jiz v poloviné 19. stoleti. Jeden z prvnich laborator-
nich testl na stanoveni proteinu byl prikaz Bence-Jo-
nesovy bilkoviny v modi. Od té doby byly vyvinuty riizné
analytické testy pro stovky protein( v biologickych ma-
teridlech, pricemz se jednalo jak o metody separacni
Ci fotometrické, tak o metody zaloZzené na imunologic-
kych principech. V roce 1994 pak vznikl pojem proteo-
mika jako nazev samostatného védniho oboru.

Nové postupy proteomiky, vyuzivajici technik chro-
matografie v kombinaci s hmotnostni spektrometri
(napf. MALDI-TOF MS), umoznuiji analyzu stovek pro-
tein{, jejich identifikaci, kvantifikaci a také odhaleni je-
jich strukturalnich modifikaci [1]. Preanalyticka priprava
vzorkd je v8ak obtiZzna. Jednotlivé sloZky proteinové-
ho komplexu v biologickém materiédlu je nejprve nut-
né separovat, k Cemuz se vyuzivaji elektroforeticke, Ci
chromatografické postupy, nebo je mozné jednotlivé
proteiny ze smési vychytavat pomoci vazby s protilat-
kami. Ziskané proteiny je ddle nutné Stépit na mensi
fragmenty. Upraveny vzorek se nakonec vnasi do ana-
lytického systému. Tyto postupy jsou z pohledu bio-
chemika vhodné pro identifikovani novych neznamych
potencidlnich biomarkerd, ale vyuZiti téchto technik je
v praxi zdlouhavé. Vzhledem k rychlosti provedeni jsou
hledany postupy jednoduché a dobre automatizovatel-
né, které by bylo mozné vyuzivat pfipadné i ve statimo-

vém rezimu laboratofi. Do této kategorie metod patfi
rlizné techniky, mezi néz mizeme zahrnout také pro-
teinové bioCipy. Cilem této prace je poskytnout prehled
o téchto metodach a jejich mozném pouziti v laborato-
fich klinické biochemie.

Multiplexni analyza
s vyuzitim proteinovych ¢ipu

Podstatnou vyhodou analyzy protein( s vyuzitim
bioCipovych technologii je simultanni stanoveni néko-
lika analyt& z minimalniho mnoZstvi vzorku za spotre-
by minimalniho mnozstvi reagencii. Metody vyuZzivajici
klasické proteinové bioCipy umozniuiji rychlé kvalitativni
¢i kvantitativni stanoveni se snadnou preanalytickou
pfipravou vzorku. Rychly rozvoj metod v poslednich
letech jiz také nabizi v nékterych pfipadech moZznost
automatizace analyzy.

Imunochemickeé Cipy vyuZzivajici jak kompetitivni, tak
sendviCové techniky jsou jiz nékolik let komercéné do-
stupné. Na malé destiCce jsou v miniaturnich, presné
definovanych pozicich (spotech) imobilizované protei-
ny slouzici k vyvazani analytu ze vzorku. Pro detekci
signalu se nejCastéji pouzivaji chemiluminiscenéni nebo
fluorescencni reakce. Zareni z jednotlivych spotl sni-
maji tzv. CCD kamery (charge-coupled device) — ob-
razek 1.

V ramci vyzkumnych projektd jsme méli moznost
vyzkouset nékolik paneld metod na imunochemickém
bioCipovém analyzatoru Evidence Investigator (Randox
Laboratories). Je to zafizeni vybavené CCD kamerou,
ktera je urCena pouze pro detekci luminiscenéniho
signalu z jednotlivych spotl na biocipu. Imunochemic-
ké reakce je nutné provadét manualné pipetovanim
pfisluSnych reagencii do jamky s bioCipem. Princip je
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Fig. 1. Principle of protein biochip technology

zalozen na enzymoimunoanalyze (kfenova peroxidaza)
a na reakci s peroxidem vodiku a luminolem. Je nutné
pracovat v sérii po nejméné 9 vzorcich. Délka analyzy
se pohybuije okolo 2 hodin v zavislosti na pouzitém dia-
gnostickém panelu. Z téchto ddvod{ neni pfistroj zatim
vyuZitelny pro statimové vzorky.

Naproti zmifiovanym nevyhodam je zde zajimavé
Siroké spektrum nabizenych panell metod. Méli jsme
moznost vyzkouset soupravy pro stanoveni kardialnich
markerd (CKMB, MYO, cTnl, h-FABP, GPBB a CAlll)
[2, 38, 4, 5], tyroidnich hormond (TSH, T3, T4 — volné
nebo celkové) [6], cytokinC (IL-1a, 1B, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
VEGF, TNF-q, INF-y, EGF a MCP-1) a adheznich mo-
lekul (E-sel, L-sel, P-sel, ICAM, VCAM). Déle jsou k dis-
pozici sety pro pohlavni hormony, nadorové markery
nebo toxikologické analyzy. Pro vSechny tyto panely
jsou dodavany smésné kalibratory a vzorky pro vnitfni
kontrolu kvality na tfech koncentraCnich urovnich. Vy-
robce uvadi sérum jako materidl prvni volby.

Druhou verzi pfistroje firmy Randox je jiz automatic-
ky analyzator s nazvem Evidence. U této verze odpada
nutnost manualni pfipravy vzorku, ale stejné jako Evi-
dence Investigator pracuje tento automat s panely pro
9 biocipl. Reagencie pro oba pfistroje jsou totozné,
a tudiz nedochazi ke zkraceni Casu potfebného k inku-
baci. Statimové vyuziti tak opét neni mozné.

Nejnovéjsi variantou analyzatoru je automaticky
Evidence Multistat, ktery umoznuje statimovy provoz.
Doslo zde ke zkraceni doby inkubace priblizné na 20
minut, pfistroj je vybaven systémem pro praci s jednot-
livymi Cipy. Bohuzel spektrum moznych bioCipovych
panelll je zatim pro tento typ analyzatoru omezeno
pouze na stanoveni kardidlnich markerd a toxikologic-
kych nox [7].

V rozvoji techniky imunochemickych biocipC nezd-
stavaji pozadu ani dalsi firmy. Spole¢nost Roche dia-
gnostics ma ve vyvoji panel pro stanoveni kostnich
marker( (osteokalcin, PTH, PINP a B-CrosslLaps).

Technologie je oznaCovana nazvem IMPACT - Im-
munological MultiParameter Chip Technology. Na
polystyrenovy Cip s vrstvou streptavidinu jsou naspo-
tované biotinylované protilatky, druhd monoklonalni
protilatka je znacena digoxinem a detekce je zajisténa
diky fluorescenéné znacené protilatce proti digoxinu.
Pro kazdy marker je na bioCipu pfipraveno 10-12
spotl a koncentrace je pak vypocltena z prmérné
hodnoty signdlu namérené na jednotlivych spotech.
Vyuziti opakovaného méreni zlepsuje reprodukovatel-
nost vysledkd [8].

NALIA

Thermo Fisher Scientific a Meso Scale Discovery
dodavaji kity pro imunochemicka stanoveni pracujici
na principu NALIA (Nanodot Array Luminometric Im-
munoassay). Tyto metody vyuzivaji, stejné jako klasic-
ké imunochemické bioCipy, kompetitivni a sendvicové
imunochemické reakce. Protilatky jsou vSak u metod
oznacovanych NALIA naspotované na dno mikrotitrac-
nich destic¢ek (maximum 16 spotd)

Vlastni principy téchto metod, stejné jako u klasic-
kych proteinovych biocipl, vyuZivaji rozdiné zplsoby
znaCeni protilatek. Detekeni systémy (fluorescence,
chemiluminiscence, IC fotometrie) jsou vybaveny CCD
systémy pro skenovani jednotlivych jamek v desticce.
SearchLight Protein Array Technology (Thermo Fisher
Scientific) umoZnuje detekci az 300 cytokind a biomar-
ker(l a nabizi vyrobu (printing) na zakézku. Metody jsou
testovany pro rfizné materidly (sérum, plazma, broncho-
alveolarni lavaz, likvor, tkanové homogenaty, mikrodialy-
zaty atd.) [9, 10, 11].

Technologie FlowCytomix

Mezi imunochemické metody multiplexni analyzy
mUZeme zahrnout i dalsi techniky, které vyuZzivaji kom-
binace imunoanalyzy a jinych analytickych postupd.

Technologie nazvana FlowCytomix (Bender Med-
Systems, Thermo Fisher Scientific) umoznuje multiplex-
ni analyzu protein na principu sendvi¢ové imunoanaly-
zy v kombinaci s prdtokovou cytometrii. Vyhodou této
multimarkerové techniky je moznost vyuZiti klasickych
prdtokovych cytometrd.

Zakladem je imunochemicka reakce mezi méfe-
nymi analyty a specifickymi protilatkami. Pro kazdy
marker je v souboru dana urdita velikost ¢astic, na
nichz jsou navazané protilatky proti danému analytu.
Bé&hem imunochemickych reakci se kazdy méreny
marker dostane mezi protilatku navazanou na ¢astici
a protilatku fluorescenéné znacenou. Vznikly imuno-
komplex pak prochazi pritokovym cytometrem, ktery
je dokaze rozdélit podle plvodni velikosti ¢astic pro
jednotlivé analyty (obr. 2). Spektrum mérenych latek
zahrnuje hlavné cytokiny a adhezni molekuly. Analyza
touto technologii je rychla, bez nutnosti sbéru série
vzorkl a nevyZaduje Zadnou specidlni pristrojovou
techniku [12].
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Fig. 2. Cytokines separated by FlowCytomix system
The colored regions represent the different analytes.

Biobarcode assay

Pod nazvem biobarcode assay se ukryva tech-
nologie, ktera je kombinaci imunochemickych reakci
a polymerazové fetézové reakce. Rozhodné se jedna
o0 metodu ¢asove naro¢nou, ale na druhou stranu je jeji
nespornou vyhodou vysoka citlivost (cca 100krat vetsi
nez ELISA metody). Metoda je zaloZzena na sendvicové
imunoreakci. Sledovany analyt se vaze pomoci speci-
fickych protilatek mezi magnetickou partikuli a Castici
znaCenou urcitou DNA sekvenci (barcode DNA). Pro
multiplexni analyzu ma kazdy méreny parametr svou
vlastni dvojici partikuli. Vznikly imunokomplex se z roz-
toku separuje plsobenim magnetického pole. K detek-
ci se vyuziva pro analyt specificka nukleotidova sek-
vence uvolnéna z partikuli. Pro stanoveni barkddové
DNA je mozné vyuziti béznych metod a modifikaci PCR
techniky [13].

Mikrofluidni ¢ipové technologie

Kromé technologii vyuzivajicich k multiplexni ana-
lyze proteind imunochemické principy se stdle Castgji
objevuji mikrofluidni Cipy.

Jsou to sklenéné nebo polymerové miniaturizované
systémy pro separacni techniky zalozené na principech
kapilarni elektroforézy nebo kapalinové chromatogra-
fie s rlznymi zplsoby detekce. Vyhodou ipovych se-
paraci je jednoduchost pouziti, rychlost, malé objemy
vzorkll a automatizace. V soucasné dobé se také za-
¢inaji objevovat tzv. Lab-on-chip (laboratofe na &ipu),
coZ jsou systémy spojujici nékolik rdznych principl
v jenom G&ipu. Problémem mikrofluidnich technologif
zlstava nutnost extrémni Sistoty chemikélii a prostie-
di vzhledem k néchylnosti téchto systému k zanaseni
necistotami.

Prikladem Cipové kapilarni elektroforézy je systém
MultiNA firmy Shimadzu s aplikacemi pro separaci
nukleovych kyselin. Tyto Cipy obsahuiji miniaturizované
jamky s elektrodami a systém kanalk( s okénkem pro
detekci (obr. 3). Po nadavkovani vzorku do pfislusné
jamky se elektroforeticky Sip vklada do pristroje a spusti
se separacni proces. Vysledkem je klasicky elektrofo-
reogram [14].
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Fig. 3. Capillary electrophoresis on the chip

Jako ukdazku systémU, vyuZivajicich mikrofluidni Cipy
pracujici na principu kapalinové chromatografie, uvadi-
me Agilent HPLC-Chip / MS System (Agilent). Chroma-
tograficky Cip sjednocuje davkovani vzorku a separaci
na koloné ve spojeni s ionizacni technologii (elektro-
sprej) pro detekci hmotnostni spektrometrii [15].

Dalsim moznym a velice zajimavym vyuzitim mik-
rofluidnich &ipl je pouZiti pro polymerdzovou retézo-
vou reakci. Vzorek je davkovan do jamky na PCR C&ipu,
nasledné je tlakem pohanén mikrofluidnim systémem
a prichazi do jednotlivych termoblokd, kde probihaji jed-
notlivé kroky PCR reakce — denaturace, annealing a ex-
tenze. Trvani jednotlivych krok( PCR reakce zavisi na
délce kapilary v termobloku a na rychlosti toku systé-
mem [16].

Problémy proteinovych bioCipt

Nové vznikajici postupy prinaseji samoziejmé mno-
ho vyhod, ale i fadu problém0. Mezi nevyhody imuno-
chemickych bioCipl patfi obtizna analyticka optimali-
zace metod. Tyto problémy by mél fesit vyrobce. Pro
vS8echny markery v méfeném panelu je tfeba sjednotit
podminky detekce, délku inkubace, promyvani a zvolit
vhodné fedéni. DalSim parametrem, kterym je tfeba se
zabyvat, je srovnani bioCipovych metod s klasickymi
imunochemickymi technikami a kontrola kvality.

Vysledky kardialnich marker( (CKMB mass a MYO)
mérenych systém Evidence Investigator (Randox)
jsme porovnali s hodnotami koncentraci ziskanych na
analyzatoru Elecsys 2010 (Roche). Vzorky byly vybra-
ny jak ze skupin darct krve, tak od pacientl s riz-
nymi kardiologickymi diagnézami (celkem 75 vzorkd).
K hodnoceni vysledkd byla pouZita Passingova-Bablo-
kova regrese. Vysledky méfené na obou systémech
vykazovaly statisticky vyznamné rozdily. Absolutni
nameérené hodnoty byly Ciselné nesrovnatelné, ale
v rozliSeni normalnich a patologickych koncentraci se
metody dobre shodovaly. Z nasich vysledkd vyplyva,
ze pro diagnostiku Ize pouzit metody obég, ale nelze
kombinovat vysledky méfeni z jednotlivych analyzato-
r0 mezi sebou. Tomu také odpovida skutecnost, ze
jsou rozdilné hodnoty cut-off udavané jednotlivymi vy-
robci [2].

Kromé nedokonalé standardizace metod jsme
u méfeni kardidlinich marker( narazili také na problé-
my s kontrolou kvality. Naméfena mezilehla presnost
u myoglobinu byla 11,6-15,6% (n = 10) [3].
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Dalsi publikované studie zabyvaijici se reprodukova-
telnosti imunochemickych biocipd ukazuji podobné vy-
sledky. Di Serio et al. [17] rovnéz prezentuji mezilehlou
presnost u Evidence Investigator Cardiac Array s variac-
nimi koeficienty: 16,4 — 18,7 % pro MYO, 17,1 -19,0%
pro CAlll a 23,7-34,0% pro GPBB.

Elington et al. [18] ve své praci sledovali opakovatel-
nost u SearchLight Protein Array Technology (Thermo
Fisher Scientific). Byly méfeny 2 panely cytokinG (15
marker() a byla hodnocena nepresnost méreni v du-
bletech. Pouzity byly smésné kontroly a plazmatické
vzorky. Procentudlni zastoupeni vzorkd s nepresnos-
ti (CV%) vétsi nez 10, 20 a 30% bylo primémé 35,2
v 18,2 a 11,6 % pozorovani.

Zaver

Cilem prace bylo poskytnout pfehled o0 moznostech
a metodach multiplexni analyzy. Vétsina téchto metod
je zatim ve svété pouzivana v oblasti vyzkumu, ale
v dnesni dobé dochéazi k rychlému rozvoji technologii,
které stale vice pronikaji do bézného pouziti v labora-
torni praxi. Vyuziti proteomiky a Cipové analyzy v dia-
gnostice umoznuje komplexni pohled na stav pacienta
a jsme presvedCeni, ze v budoucnu pravdépodobné
najdou tyto techniky SirSi uplatnéni i v klinické bioche-
mii. Pfes vSechny souc¢asné problémy, které budou jis-
té postupné prekonany, to urcité znamena krok vpred.
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