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Souhrn: Prestoze délame velké pokroky v objasriovani molekuldrni podstaty mnohych onemocnénti, stale je zde mnoho nezodpovézenych
otazek tykajicich se patogeneze nddorovych onemocnéni, pfipadné vyvoje efektivnich metod pro véasnou diagnostiku a lé¢bu. Soucasny
zéjem o proteomiku vzristd ¢dste¢né i proto, Ze proteomika nabizi metody, které dokaZou prekonat nedostatky jinych metod, a zdroveri
nabizi mozZnost sledovat procesy, které vedou k patologickym zménam v organizmu v priibéhu onemocnéni. Tato prace pfinasi prehled
o vyvoji a vyznamu proteomiky pro studium onkohematologickych onemocnéni. Déle pak uvadi prehled nejnovéjsich metod pouzivanych
v proteomice, zabyva se problémy souvisejicimi s pouzivanim komplexniho biologického materialu, popisuje vyuZiti proteomiky na Ustavu
hematologie a krevni transfuze v charakterizaci myelodysplastického syndromu (MDS) a chronické myeloidni leukemie. Na zavér uvadime
nade zku3enosti s vyvojem proteinového Cipu s on-line detekci optickou metodou rezonance povrchového plazmonu pro studium pato-
geneze MDS onemocnéni.
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Use of label-free protein chips for proteomics of oncohematological diseases

Summary: Despite great advances in our understanding of the molecular basis of many diseases, there are still substantial gaps in our un-
derstanding of oncohematological diseases as well as in the development of effective strategies for early diagnosis and for treatment. The
current interest in proteomics is growing partly due to the prospects that proteomic methods offer and hopefully overcome limitations
of other approaches. At the Institute of Hematology and Blood Transfusion the proteomics of oncohematological diseases, especially
myelodysplastic syndrome and chronic myeloid leukaemia, has been studied. This work gives an overview of development and importance
of proteomics for studying the oncohematological diseases. Furthermore, it introduces several new methods applied in proteomics, deals
with problems attached to working with complex biological samples, and at the end describes our latest development of a protein chip

with on-line detection using an optical method - the surface plasmon resonance - for characterizing MDS pathogenesis.
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Uvod

Proteomika je jednou z disciplin, které
se snazi komplexné popsat biologické
systémy v ramci takzvanych ,omics*
technologii (genomika, transkripto-
mika, proteomika, metabolomika, flu-
xonomika a dalsf). Inspiraci pro ter-
miny je genomika, ktera byla takto
pojmenovana v roce 1986 T. H. Rode-
rickem odvozenim z pojmu genom, vy-
tvoreného jiz ve 20. letech minulého
stoleti ze slov gen a chromozom [1].
Pojem proteom byl poprvé pouzit
v roce 1996 k oznaceni souboru bilko-
vin kédovanych genomem [2]. Zkou-
méni proteomu - proteomika - za-
hrnuje nalezeni nejen viech bilkovin
v organizmu kdédovanych DNA, ale
i jejich izoforem, (posttranslaénich)
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modifikaci, vzajemnych interakcf, vy-
tvareni komplex(l apod., coZ je vie za-
hrnovano do tzv. ,,postgenomické® éry.

Pro komplexni proteomické expe-
rimenty je studium celkového prote-
omu organizmu zpravidla rozdéleno
na zkoumdni subproteomd definova-
nych na zakladé rlznych kritérii. Mze
jit o proteom urcitého typu bunék,
v rdmci tohoto subproteomu o pro-
teom glykoprotein, membranovych
bilkovin, proteom ur¢itych bunéénych
organel a podobné [3-5]. JiZ z tohoto
kratkého vyctu je ziejmé, Ze duleZitou
souddsti proteomického experimentu
je pfiprava vzorku, resp. izolace urci-
tého subproteomu.

Proteomika ziskava stdle vétsi vy-
znam jako disciplina, kterd zcela je-

dinec¢né prispiva k detekci, prevenci
a lé¢bé mnohych onemocnéni, napt.
kardiovaskularnich [6,7] ¢i rakoviny
véetné onkohematologickych one-
mocnéni [8,9]. | pfes fadu novych po-
znatkl, kterymi prispély genomické
studie k objasnéni patogeneze onkohe-
matologickych onemocnéni, tyto me-
tody nekoreluji s hladinou proteint
a neni mozné u nich vyuZit biologické
tekutiny pro ptimou detekci biomar-
kerti [10-13]. Proteomika ptekonava
tato omezenf, bezprostfedné podava
informace o expresi bilkovin, o jejich
izoformdch, posttransla¢nich modi-
fikacich a protein-proteinovych kom-
plexech. Zjednodusené Ize Fici, ze ge-
nomika vypovidd o tom, co se muze
stat, transkriptomika o tom, co vy-
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pada, Ze se stane, a proteomika vypo-
vidd o tom, co zpusobi, Ze se to stane.
Snad nejvétsi nevyhodou proteomiky
vic¢i genomice je, Ze neexistuje ampli-
fikaénf procedura podobnd PCR, kterd
by umoznila pracovat s omezenym
mnoZstvim dostupného biologického
materidlu. Zvladnuti proteomickych
postupl také proto vyZaduje véno-
vat velkou pozornost ziskdvani a zpra-
covani vzorkl a vypracovéni vhod-
nych purifika¢nich a obohacovacich
technik, které je uskutec¢nitelné pouze
na dostate¢né vybaveném pracovisti
s kvalifikovanym persondlem.

Pro rozvoj proteomiky mél zdsadni
vyznam ndastup nékolika technolo-
gif. Chronologicky to byla nejdFive,
v 80. letech minulého stoleti, dvojroz-
mérnd SDS elektroforéza s vyuZitim
immobilind pro izoelektrickou foku-
saci v prvnim rozméru separace bilko-
vin, kde ke standardizaci metody z4-
sadné prispéli Gorg et al [14]. Dalsi
prudky rozvoj proteomiky umoznil na
prelomu 80. a 90. let minulého sto-
leti ndstup metod vyuzivajicich hmot-
nostni spektrometrii [15,16], které vy-
chézely z pracf nositel&i Nobelovy ceny
J. B. Fena a K. Tanaky. A kone¢né, vy-
znamnou proteomickou technikou se
staly proteinové mikroaraye, poprvé
pouzité v roce 2000 pro studium pro-
tein-proteinovych interakci, vazby li-
gandd a obecné biochemickych expe-
rimentd [17].

Pokud se ma proteomika stat me-
todou vyznamné prispivajici k indivi-
dualizaci péce o pacienta (personali-
zovand medicina), musi disponovat
prosttedky, které poskytuji vysledky
rychle a z velkého mnozstvi vzorkd
(high throughput systems). Pravé pro-
teinové mikroaraye nebo proteinové
mikroc¢ipy maji z uvedenych proteo-
mickych metod redlnou 3anci stat se
takovym diagnostickym systémem,
ktery je navic kompatibilni s techni-
kami hmotnostni spektrometrie. Pro-
teomické mikrocipy vyuZivaji v zdsadé
2 zpisoby detekce: se znacenymi, nebo
neznalenymi bilkovinami. V 1. pfi-
padé jsou zkoumané bilkoviny modi-
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fikovany fluorescenénimi, radioizoto-
povymi nebo jinymi znackami, které |ze
snadno detekovat Siroce dostupnymi
analytickymi technikami. Oznacenf bil-
kovin vsak ¢asto zptisobuje zmény je-
jich pfirozenych funkénich a afinit-
nich vlastnosti a samotné znacenf je
pracné, ¢asové narocné a mnohdy
omezené povahou zkoumanych bilko-
vin. Ve 2. p¥ipadé jsou pouzivany sys-
témy nevyzadujici znac¢eni zkoumanych
soubort bilkovin - tzv. , label-free“ me-
tody [18]. Bilkoviny jsou zkoumany se
zachovanim svych ptirozenych vlast-
nosti a v redlném case lze urcit re-
akéni kinetiky biomolekularnich inter-
akci. Mezi zastupce label-free metod
patti optickd metoda rezonance po-
vrchového plazmonu (SPR), SPR zob-
razovani (SPR imaging), elipsometrie,
interferenéni techniky atd. V porov-
nani s metodami vyuZivajicimi znacenf
byvaji zatim o néco méné citlivé, nic-
méné obé skupiny technik se rychle vy-
vijeji a poskytuji vzajemné se doplriu-
jici vysledky.

Vyznamnym materidlem pouZiva-
nym v proteomickych experimentech
pro identifikaci a kvantifikaci bilko-
vin vypovidajicich o stavu pacienta
je krevni plazma nebo sérum. Do je-
jiho proteomického profilu ptispivajf
vdechny organy, se kterymi se v krev-
nim obéhu dostane do kontaktu, a tak
vlastné reprezentuje vzorek proteomu
podstatné &asti organizmu. Bilkoviny
se v plazmé nachdzeji ve velice Sirokém
rozmezi koncentraci (10 a vice ¥add)
a diagnosticky zajimavd byva zpravidla
mnoZina bilkovin o velmi nizké koncen-
traci. Je zfejmé, Ze ani dvojrozmérné
elektroforetické techniky ani viceroz-
mérné chromatografické techniky ne-
jsou schopny monitorovat zmény mélo
zastoupenych bilkovin na pozadf téch
hojné zastoupenych, jako jsou albu-
min, fibrinogen, imunoglobuliny apod.
V proteomickych experimentech vyuZi-
vajicich plazmu jako vychozi material
je proto mozné se zabyvat napf. sub-
proteomem bilkovin s urcitou vlast-
nosti, které byly z plazmy izolovany

vhodnou imunoafinitni technikou
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(napt. ziskani glykoproteinti pomoci
immobilizovanych lektind). Hojné za-
stoupené bilkoviny také byvaji pomocf
riznych metod, nejéastéji opét imuno-
afinitnich, z plazmy odstranény (de-
pletovany). Takto upravend plazma je
vhodnym materidlem pro dalsi proteo-
mické experimenty, ve kterych jsou za-
chovany poméry pritomnych bilkovin.
Konec¢né poslednim zpiisobem, jak vy-
chozi plazmaticky material upravit, je
vyrovnani koncentraci v8ech pfitom-
nych bilkovin, pro které se pouzivajf
peptidové knihovny. V tomto p¥ipadé
ale dochdzi ke ztrdté informace o vza-
jemném kvantitativnim zastoupeni pd-
vodné pritomnych bilkovin.

Proteinové Cipy, které pro detekei vy-
uzivajijakznacené, tak neznacené zkou-
mané soubory bilkovin (proteoma),
jsou prostfedkem pro stanoven{ zna-
mych proteinovych biomarkerd one-
mocnéni véetné onkohematologickych
a ve spojeni s hmotnostni spektrome-
trif 1ze i zachycené neznamé bilkoviny
(po uvolnéni nebo in situ) identifiko-
vat jako nové markery choroby. Pro
spravnou funkci proteinového ¢ipu je
nezbytna kontrola interakci mezi ma-
teridlem jeho povrchu a analyzova-
nymi biomolekulami. Dobfe navrzeny
povrch biosenzoru musi zarudit citli-
vost a selektivitu detekce, pro kterou je
nezbytnd eliminace nespecifické inter-
akce materidlu vzorku s povrchem sen-
zoru [19-21].

Ackoli jsou vyvijeny stdle dokona-
lej$i metody snizujici nespecifické in-
terakce analytl s povrchem, jednim
z prostfedkd, ktery mize pFispét ke
snizen{ nespecifit, je redukce komplex-
nosti vzorku, v p¥ipadé krevni plazmy
jeji deplece. Albumin, jako hlavni kom-
ponent krevni plazmy, lze odstranit
adsorpci na imunoafinitni kolony
nebo na sorbenty s navdzanymi bar-
vivy, jako je Cibacron Blue [22]. Chro-
matografie na immobilizovaném he-
parinu v kombinaci s chromatografif
na immobilizovaném proteinu G je
rovnéz ucinnou a ekonomickou stra-
tegii pro upravu plazmy k proteo-
mické analyze [23]. Zfejmé nejrozsiFe-
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néjsi metodou deplece krevni plazmy
je soucasné imunoafinitni odstranén{
nejvice zastoupenych bilkovin plazmy
[24], které vyuZivd mnoho komer¢-
nich souprav, jako napt. Multiple Affi-
nity Removal System Column (MARS,
Agilent) [25]. Jiz zminéné vyrovnani
koncentraci bilkovin pomoci peptido-
vych knihoven byva realizovdno napt.
komerénim kitem ProteoMiner firmy
Biorad, ktery je zaloZen na hexapepti-
dové knihovné, jejiz peptidy interaguji
rovnomérné s jednotlivymi bilkovinami
vzorku. VSechny bilkoviny vzorku jsou
zachyceny ¢asteckami sorbentu, a pro-
toZe pro hojné zastoupené bilkoviny je
k disposici omezeny pocet vazebnych
mist, dochdzi k jejich rychlému vysy-
ceni a nezachycené bilkoviny jsou vy-
myty [26]. Takto ziskany vzorek, ktery
obsahuje zhruba stejné mnoZstvi viech
pavodné pfitomnych bilkovin, je po-
uzitelny pro rtizné proteomické expe-
rimenty s vyjimkou zjistovani kvantita-
tivnich informaci z pvodniho vzorku.

Uvedené ptedpoklady o vlivu de-
plece krevnf plazmy na sniZeni nespe-
cifickych interakci biosenzoru se zkou-
manym materidlem jsme testovali na
modelové detekci VEGFR-1, markeru
myelodysplastického syndromu, po-
moci jeho fyziologického protéjsku
VEGF-A imobilizovaného na povrch
SPR senzoru.

Metody
Material
Krev byla odebrana do polypropyleno-
vych zkumavek s citrdtem. Plazma byla
ziskdna centrifugaci pfi 14 000% g po
dobu 5 min pfi 15 °C. V8echny vzorky
byly ziskdny v souladu s etickou ko-
misi na Ustavu hematologie a krevni
transfuze.

Lidsky rekombinantni protein
VEGF-A a VEGF Recptor-1/Fc chimera
byly dodany firmou Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO). 11-mercapto-tetra
(ethyleneglycol)undekanol [HSC,,
(EG),0H] a
(

ethyleneglycol)hexadecanovd kyselina

16-mercapto-hexa

[HSC,,(EG),OCH,COOH] byly dodany
firmou Prochimia (Gdarisk, Poland).
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Hovézi sérovy albumin (BSA) byl zis-
kdn od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO). Ethanolamin hydrochlorid (EA),
3-(ethyliminomethylideneamino)-
-N,N-dimethylpropan-1-amin (EDC)
a T1-hydroxypyrrolidine-2,5-dione
(NHS) byly soucasti Amine Coupling
kitu od firmy Biacore (Uppsala, Swe-
den). MARS Human 14 (Hu-14) ko-
lona a pufry A a B k ni dodédvané byly
ziskany od firmy Agilent (HPST Praha,
Czech Republic). Ve viech experimen-
tech byla pouzivana 2krat destilo-
vand a deionizovand voda (Milli-Q50,
Millipore, Prague, Czech Republic).
Viechny ostatn{ chemikalie byly analy-
tické cistoty.

Pufry: PBS (0,01 M fosfat; 0,138 M
chlorid sodny; 0,0027 M chlorid dra-
selny; pH 7,4), SA (0,01 M octan
sodny; pH 5,0), PBNa (0,01 M fosfat;
0,75 M chlorid sodny; 0,009 M chlo-
rid draselny; pH 7,4), 10% BSA/PBS
(w/w), 0,2% BSA/PBNa (w/w), ACD
(0,08 M citrdt trojsodny dihydrat;
0,06 M kysely citrat sodny monohyd-
rat; 0,1 M glukéza).

Deplece plazmy

Byla pouzita kolona Mars Hu-14
4,6 x 100 mm odstraniujici 14 nej-
hojnéji zastoupenych bilkovin v lid-
ské krevni plazmé o kapacité 40 pl
krevni plazmy pro analyzu. Byl po-
uzit protokol od firmy Agilent, ktery
byl ptizptisoben systému PF2D (Beck-
man Coulter Praha, Czech Republic).
Byly ziskdny 2 frakce: frakce 1 vytékala
v pufru A o pH 7,4 a obsahovala mélo
zastoupené bilkoviny krevni plazmy,
zatimco frakce 2 obsahovala vysoce
zastoupené bilkoviny uvolnéné z ko-
lony kyselym pufrem B (pH 2,5). Obé
frakce byly ptevedeny do PBS pufru,
zahustény na Amicon filtrech s MWCO
o 3 kDa (Millipore, Prague, Czech Re-
public) a skladovény p¥i -80 °C do
doby pouZitf.

Biosenzor s povrchovymi plazmony

Pro detekci depletovanych vzorkd byl
pouzivdn 4kandalovy SPR senzor s mo-
dulaci vlnové délky (SPR biosenzor)

optimalizovany v Oddéleni optickych
senzort Ustavu fotoniky a elektroniky
Akademie véd. Princip SPR metody je
zaloZzen na méfeni malych zmén in-
dexu lomu média v tésné blizkosti ko-
vového povrchu senzoru. Tyto zmény
mohou byt zplisobeny navdzanim
analytu na jeho biospecifického part-
nera ukotveného na zlatém povrchu
senzoru. U pouZitého SPR biosenzoru
dopada polychromatické zé¥eni z ha-
logenové lampy, které bylo zkolimo-
vané a polarizované, na vlastni sen-
zorovou cast sklddajici se z optického
hranolu a sklenéného ¢ipu pokrytého
tenkym titanovym filmem (~2 nm)
a vrstvou zlata (~55 nm). Po dopadu
svétlo excituje povrchovy plazmon
ve 4 riznych mistech na zlatém ¢ipu
(4 oddélené kandly). Odrazené svétlo
je odvedeno 4 optickymi vlakny do
4kanalového spektrografu. Spektra
jsou analyzovéna v redlném case s po-
moci specidlniho softwaru s vyhod-
nocovanim rezonanéni vinové délky
nezavisle pro kazdy kanal. Pro pftive-
denf vzorkd k povrchu senzoru je po-
uZita peristaltickd pumpa (Ismatech,
Svycarsko). V této praci byl pouzit ne-
davno vyvinuty fluidicky systém pfiva-
dénf vzorkd k povrchu, ktery mé 2 od-
délené vstupy do jednotlivych kanald
na povrchu ¢ipu. UmozZiiuje prepinat
mezi analyzovanym komplexnim vzor-
kem (plazma) a protékajicim pufrem,
a ucinné tak prabézné snizuje nespe-
cifickou odezvu senzoru a umoziuje
detekci vzorku o nizsich koncentra-
cich [27
provadény pti teploté 25 °C a pri-

]. V8echny experimenty byly

toku 30 pl/min (pokud nenf uvedeno
jinak).

SPR detekce plné a depletované
plazmy

PInd plazma byla nafedéna 10krat
PBS s 2% BSA, coz odpovidd 10%
koncentraci (w/w) protein vzhle-
dem k plazmé plné. Plazma depleto-
vand byla po zahusténi doplnéna na
takovy objem, aby koncentrace malo
zastoupenych protein( ve frakci 1
i hojné zastoupenych proteind ve
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Obr. 1. Odezva SPR senzoru na imobilizaci vaskuldrniho endotelidlniho riisto-
vého faktoru A (VEGF-A) a BSA na aktivovany povrch SPR ¢ipu.

frakci 2 odpovidala 10% koncentraci
u kazdé skupiny proteind vzhledem
k jejich pavodni koncentraci v plné
plazmé. BSA je do plazmy i protéka-
jictho pufru pfidavan z divodu kon-
tinudlniho vyblokovavani volnych
mist na povrchu senzoru, ¢imz sni-
Zuje nespecifickou interakci proteind
plazmy s povrchem. Plazma byla pti-
vadéna k povrchu v 10-30vtetino-
vych cyklech prokladanych 30vtefino-

odezva senzoru (nm)

10% PP 10% DP
Obr. 2. Priimérna odezva senzoru na
povrch s imobilizovanym VEGF-A na
10% plazmu plnou a depletovanou.
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vymi cykly s protékajicim pufrem (2%
BSA/PBNa) pro odstranéni nespeci-
ficky navdzanych proteinti. Celkovy
¢as kontaktu plazmy s povrchem byl
tedy 5 min.

Ukotveni VEGF-A a detekce
VEGFR-1
Postup imobilizace VEGF-A a de-
tekce VEGFR-1 jiz byly popsédny
drive [28]. Kratce ocistény zlaty SPR
¢ip byl pokryty vrstvou alkylthiold
zakonéenych karboxylovou skupi-
nou. VEGF-A (o koncentraci 2 pg/ml
v PBS) byl ukotven na povrchu sen-
zoru pomoci kovalentni amidové
vazby s aktivovanymi karboxylovymi
skupinami alkanethioll (aktivované
1:1 smési NHS a EDC). Mista neob-
sazend proteinem VEGF-A byla dovy-
sycena BSA (0,5 mg/ml) v SA pufru.
PBNa pufr o vysoké iontové sile byl
pouZit na odmyti nekovalentné vaza-
ného VEGF-A a BSA. Zbylé karboxy-
lové skupiny byly deaktivovany 1M EA
(obr. 1).

Do 10krat nafedéné plazmy v PBS
s 2% BSA byl ptidan VEGFR-1 o finaln{
koncentraci (25-100 ng/ml). Vzorek
byl privadén k povrchu v 10-30vtefi-
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novych cyklech proklddanych 30vte-
finovymi cykly s protékajicim pufrem
(2% BSA/PBNa). BSA/PBNa pufr s vy3si
iontovou silou zaji$tuje odstranénf ne-
specificky navadzanych proteind, ale
zaroveft nedochazi k narusenf vazby
VEGFR-1 k imobilizovanému VEGF-A.
Celkovy cas kontaktu plazmy s povr-
chem byl 5 min.

Vysledky a diskuze

Odpovéd senzoru na fedénou plnou
plazmu a plazmu depletovanou byla
méfena ve viech 4 kandlech a nespeci-
fickd odezva byla vypocitdna z rozdilu
mezi odezvou senzoru pred aplikaci
plazmy a 5 min po névratu do proté-
kajictho pufru. Odezva odpovidé ne-
specifické adsorpci proteint plné nebo
depletované plazmy na povrch ¢&ipu.
Primérnd odezva senzoru na plnou
plazmu (10krat ¥fedénou PBS/BSA)
byla 0,24 nm, coz odpovidd koncen-
traci bilkoviny 4,08 ng/cm? na po-
vrchu. Primérnd odezva na plazmu
depletovanou byla 0,01 nm, odpovi-
dajici koncentraci 0,17 ng/cm?. Ne-
specifickd odezva byla stanovena ve
3 rdznych experimentech za stejnych
podminek. Primérnou nespecifitu
plné a depletované plazmy zobrazuje
obr. 2. Nespecifita depletované plazmy
byla 24krat nizsf vzhledem k plazmé
nedepletované.

Testovany ¢ip byl pokryty tzv. sa-
mousporadajici se vrstvou alkyl-
thiolt, jednim s nejhojnéji po-
uzivanych funkénich povrchi na
biosenzorech. Ackoli byl v posednf
dobé zaznamendn velky pokrok ve
vyvoji téchto materialli a mohou se
chlubit minimalni nespecifitou, vyza-
duje analyza komplexnich biologic-
kych vzorkd jejich Gpravu pted ana-
lyzou. Kombinace vhodného povrchu
a efektivniho o3etten( vzorku, kdy se
odstrani nejhojnéji zastoupené bil-
koviny, by pak mohla umoznit de-
tekci latek o velmi nizké koncentraci,
jako jsou napt. markery nékterych
onemocneéni.

Ovérovali jsme vliv deplece krevn{
plazmy na detekci VEGFR-1, mar-
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koncentrace VEGFR-1 v 10% depletované plazmé

T
100

Obr. 3. Kalibraéni kfivka pro detekci VEGFR-1 v 10% depletované plazmé. Hori-
zontdlni linkou je zndzornén limit detekce, ktery odpovida koncentraci 25 ng/ml.

keru myelodysplastického syndromu,
pomoci jeho fyziologického pro-
téjsku VEGF-A imobilizovaného na
povrch senzoru prtes karboxylové
skupiny alkanethiold. Depletovana
a nedepletovand 10% krevni plazma
s dodanym VEGFR-1 o rliznych kon-
centracich (10-200 ng/ml) byla p¥i-
vedena k povrchu senzoru. Ode-
zva senzoru na depletovanou krevnf
plazmu s dodanym VEGFR-1 nards-
tala s aplikovanou koncentraci témé¥
linedrné. Obr. 3 ukazuje kalibraéni
k¥ivku s limitem detekce 25 ng/ml,
ktery byl uréen jako koncentrace od-
povidajici 3ndsobku standardni od-
chylky odezvy senzoru. Odpovéd
senzoru na VEGFR-1 v 10% nedeple-
tované krevni plazmé nebylo mozné
citlivé zaznamenat.

Interakce plazmatickych pro-
tein( s povrchem byla mnohem nizsf
u plazmy depletované ve srovnani
s plazmou plnou. Skute¢nost, Ze kon-
centrace malo zastoupenych proteind
byla v obou plazméch stejnd, vypo-
vid4 o tom, Ze hlavni podil na nespe-
cifické odpovédi senzoru na plazmu
maji vysoce zastoupené proteiny,
které jsou depleci odstranény. Ukazali
jsme, Ze depleci snizena nespecifickd
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odpovéd senzoru umoznila detekci ci-
lového proteinu o mnohem niz§i kon-
centraci neZ v pt¥ipadé plné plazmy.
Imunodeplece vzorku pomoci kolony
MARS Hu-14, ktera odstrani priblizné
94 % celkové bilkovinné hmoty z lid-
ské plazmy, je tedy tic¢innou metodou
pro p¥ipravu vzorku pro optickou me-
todu SPR.
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