
Vnitř Lék 2012; 58(Suppl 2): 2S84– 2S89 2S84

60 let Ústavu hematologie a krevní transfuze Praha

Vnitř Lék 2012; 58(Suppl 2): 2S84– 2S89

Úvod
Proteomika je jednou z disciplín, které 
se snaží komplexně popsat biologické 
systémy v  rámci takzvaných „omics“ 
technologií (genomika, transkripto-
mika, proteomika, metabolomika, flu-
xonomika a  další). Inspirací pro ter-
míny je genomika, která byla takto 
pojmenována v roce 1986 T. H. Rode-
rickem odvozením z pojmu genom, vy-
tvořeného již ve 20. letech minulého 
století ze slov gen a chromozom [1]. 
Pojem proteom byl poprvé použit 
v roce 1996 k označení souboru bílko-
vin kódovaných genomem [2]. Zkou-
mání proteomu – proteomika – za-
hrnuje nalezení nejen všech bílkovin 
v  organizmu kódovaných DNA, ale 
i  jejich izoforem, (posttranslačních) 

modifikací, vzájemných interakcí, vy-
tváření komplexů apod., což je vše za-
hrnováno do tzv. „postgenomické“ éry.

Pro komplexní proteomické expe-
rimenty je studium celkového prote-
omu organizmu zpravidla rozděleno 
na zkoumání subproteomů definova-
ných na základě různých kritérií. Může 
jít o  proteom určitého typu buněk, 
v  rámci tohoto subproteomu o  pro-
teom glykoproteinů, membránových 
bílkovin, proteom určitých buněčných 
organel a podobně [3–5]. Již z tohoto 
krátkého výčtu je zřejmé, že důležitou 
součástí proteomického experimentu 
je příprava vzorku, resp. izolace urči-
tého subproteomu.

Proteomika získává stále větší vý-
znam jako disciplína, která zcela je-

dinečně přispívá k  detekci, prevenci 
a  léčbě mnohých onemocnění, např. 
kardiovaskulárních [6,7] či rakoviny 
včetně onkohematologických one-
mocnění [8,9]. I přes řadu nových po-
znatků, kterými přispěly genomické 
studie k objasnění patogeneze onkohe-
matologických onemocnění, tyto me-
tody nekorelují s  hladinou proteinů 
a není možné u nich využít biologické 
tekutiny pro přímou detekci biomar-
kerů [10–13]. Proteomika překonává 
tato omezení, bezprostředně podává 
informace o expresi bílkovin, o  jejich 
izoformách, posttranslačních modi-
fikacích a protein-proteinových kom-
plexech. Zjednodušeně lze říci, že ge-
nomika vypovídá o  tom, co se může 
stát, transkriptomika o  tom, co vy-
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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 
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padá, že se stane, a proteomika vypo-
vídá o tom, co způsobí, že se to stane. 
Snad největší nevýhodou proteomiky 
vůči genomice je, že neexistuje ampli-
fikační procedura podobná PCR, která 
by umožnila pracovat s  omezeným 
množstvím dostupného biologického 
materiálu. Zvládnutí proteomických 
postupů také proto vyžaduje věno-
vat velkou pozornost získávání a zpra-
cování vzorků a  vypracování vhod-
ných purifikačních a  obohacovacích 
technik, které je uskutečnitelné pouze 
na dostatečně vybaveném pracovišti 
s kvalifikovaným personálem.

Pro rozvoj proteomiky měl zásadní 
význam nástup několika technolo-
gií. Chronologicky to byla nejdříve, 
v 80. letech minulého století, dvojroz-
měrná SDS elektroforéza s  využitím 
immobilinů pro izoelektrickou foku-
saci v prvním rozměru separace bílko-
vin, kde ke standardizaci metody zá-
sadně přispěli Görg et al [14]. Další 
prudký rozvoj proteomiky umožnil na 
přelomu 80. a  90. let minulého sto-
letí nástup metod využívajících hmot-
nostní spektrometrii [15,16], které vy-
cházely z prací nositelů Nobelovy ceny 
J. B. Fena a K. Tanaky. A konečně, vý-
znamnou proteomickou technikou se 
staly proteinové mikroaraye, poprvé 
použité v roce 2000 pro studium pro-
tein-proteinových interakcí, vazby li-
gandů a obecně biochemických expe-
rimentů [17].

Pokud se má proteomika stát me-
todou významně přispívající k  indivi-
dualizaci péče o pacienta (personali-
zovaná medicína), musí disponovat 
prostředky, které poskytují výsledky 
rychle a  z  velkého množství vzorků 
(high throughput systems). Právě pro-
teinové mikroaraye nebo proteinové 
mikročipy mají z  uvedených proteo-
mických metod reálnou šanci stát se 
takovým diagnostickým systémem, 
který je navíc kompatibilní s  techni-
kami hmotnostní spektrometrie. Pro-
teomické mikročipy využívají v zásadě 
2 způsoby detekce: se značenými, nebo 
neznačenými bílkovinami. V  1. pří-
padě jsou zkoumané bílkoviny modi-

fikovány fluorescenčními, radioizoto-
povými nebo jinými značkami, které lze 
snadno detekovat široce dostupnými 
analytickými technikami. Označení bíl-
kovin však často způsobuje změny je-
jich přirozených funkčních a  af init-
ních vlastností a  samotné značení je 
pracné, časově náročné a  mnohdy 
omezené povahou zkoumaných bílko-
vin. Ve 2. případě jsou používány sys-
témy nevyžadující značení zkoumaných 
souborů bílkovin – tzv. „label-free“ me-
tody [18]. Bílkoviny jsou zkoumány se 
zachováním svých přirozených vlast-
ností a  v  reálném čase lze určit re-
akční kinetiky biomolekulárních inter-
akcí. Mezi zástupce label-free metod 
patří optická metoda rezonance po-
vrchového plazmonu (SPR), SPR zob-
razování (SPR imaging), elipsometrie, 
interferenční techniky atd. V  porov-
nání s metodami využívajícími značení 
bývají zatím o něco méně citlivé, nic-
méně obě skupiny technik se rychle vy-
víjejí a poskytují vzájemně se doplňu-
jící výsledky.

Významným materiálem používa-
ným v  proteomických experimentech 
pro identif ikaci a  kvantif ikaci bílko-
vin vypovídajících o  stavu pacienta 
je krevní plazma nebo sérum. Do je-
jího proteomického profilu přispívají 
všechny orgány, se kterými se v krev-
ním oběhu dostane do kontaktu, a tak 
vlastně reprezentuje vzorek proteomu 
podstatné části organizmu. Bílkoviny 
se v plazmě nacházejí ve velice širokém 
rozmezí koncentrací (10 a více řádů) 
a diagnosticky zajímavá bývá zpravidla 
množina bílkovin o velmi nízké koncen-
traci. Je zřejmé, že ani dvojrozměrné 
elektroforetické techniky ani víceroz-
měrné chromatografické techniky ne-
jsou schopny monitorovat změny málo 
zastoupených bílkovin na pozadí těch 
hojně zastoupených, jako jsou albu-
min, fibrinogen, imunoglobuliny apod. 
V proteomických experimentech využí-
vajících plazmu jako výchozí materiál 
je proto možné se zabývat např. sub-
proteomem bílkovin s  určitou vlast-
ností, které byly z  plazmy izolovány 
vhodnou imunoaf initní technikou 

(např. získání glykoproteinů pomocí 
immobilizovaných lektinů). Hojně za-
stoupené bílkoviny také bývají pomocí 
různých metod, nejčastěji opět imuno-
afinitních, z  plazmy odstraněny (de-
pletovány). Takto upravená plazma je 
vhodným materiálem pro další proteo-
mické experimenty, ve kterých jsou za-
chovány poměry přítomných bílkovin. 
Konečně posledním způsobem, jak vý-
chozí plazmatický materiál upravit, je 
vyrovnání koncentrací všech přítom-
ných bílkovin, pro které se používají 
peptidové knihovny. V tomto případě 
ale dochází ke ztrátě informace o vzá-
jemném kvantitativním zastoupení pů-
vodně přítomných bílkovin.

Proteinové čipy, které pro detekci vy-
užívají jak značené, tak neznačené zkou-
mané soubory bílkovin (proteomů), 
jsou prostředkem pro stanovení zná-
mých proteinových biomarkerů one-
mocnění včetně onkohematologických 
a ve spojení s hmotnostní spektrome-
trií lze i zachycené neznámé bílkoviny 
(po uvolnění nebo in situ) identifiko-
vat jako nové markery choroby. Pro 
správnou funkci proteinového čipu je 
nezbytná kontrola interakcí mezi ma-
teriálem jeho povrchu a  analyzova-
nými biomolekulami. Dobře navržený 
povrch biosenzoru musí zaručit citli-
vost a selektivitu detekce, pro kterou je 
nezbytná eliminace nespecifické inter-
akce materiálu vzorku s povrchem sen-
zoru [19–21].

Ačkoli jsou vyvíjeny stále dokona-
lejší metody snižující nespecifické in-
terakce analytů s  povrchem, jedním 
z  prostředků, který může přispět ke 
snížení nespecifit, je redukce komplex-
nosti vzorku, v případě krevní plazmy 
její deplece. Albumin, jako hlavní kom-
ponent krevní plazmy, lze odstranit  
adsorpcí na imunoaf initní kolony 
nebo na sorbenty s  navázanými bar-
vivy, jako je Cibacron Blue [22]. Chro-
matografie na immobilizovaném he-
parinu v  kombinaci s  chromatografií 
na immobilizovaném proteinu G je 
rovněž účinnou a  ekonomickou stra-
tegií pro úpravu plazmy k  proteo-
mické analýze [23]. Zřejmě nejrozšíře-
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optimalizovaný v Oddělení optických 
senzorů Ústavu fotoniky a elektroniky 
Akademie věd. Princip SPR metody je 
založen na měření malých změn in-
dexu lomu média v těsné blízkosti ko-
vového povrchu senzoru. Tyto změny 
mohou být způsobeny navázáním 
analytu na jeho biospecifického part-
nera ukotveného na zlatém povrchu 
senzoru. U použitého SPR biosenzoru 
dopadá polychromatické záření z ha-
logenové lampy, které bylo zkolimo-
vané a  polarizované, na vlastní sen-
zorovou část skládající se z optického 
hranolu a skleněného čipu pokrytého 
tenkým titanovým f ilmem (~2 nm) 
a vrstvou zlata (~55 nm). Po dopadu 
světlo excituje povrchový plazmon 
ve 4 různých místech na zlatém čipu 
(4  oddělené kanály). Odražené světlo 
je odvedeno 4 optickými vlákny do 
4kanálového spektrografu. Spektra 
jsou analyzována v reálném čase s po-
mocí speciálního softwaru s  vyhod-
nocováním rezonanční vlnové délky 
nezávisle pro každý kanál. Pro přive-
dení vzorků k povrchu senzoru je po-
užita peristaltická pumpa (Ismatech, 
Švýcarsko). V této práci byl použit ne-
dávno vyvinutý fluidický systém přivá-
dění vzorků k povrchu, který má 2 od-
dělené vstupy do jednotlivých kanálů 
na povrchu čipu. Umožňuje přepínat 
mezi analyzovaným komplexním vzor-
kem (plazma) a protékajícím pufrem, 
a účinně tak průběžně snižuje nespe-
cifickou odezvu senzoru a umožňuje 
detekci vzorku o  nižších koncentra-
cích [27]. Všechny experimenty byly 
prováděny při teplotě 25  °C a  prů-
toku 30  μl/min (pokud není uvedeno 
jinak).

SPR detekce plné a depletované 
plazmy
Plná plazma byla naředěna 10krát 
PBS s  2% BSA, což odpovídá 10% 
koncentraci (w/w) proteinů vzhle-
dem k plazmě plné. Plazma depleto-
vaná byla po zahuštění doplněna na 
takový objem, aby koncentrace málo 
zastoupených proteinů ve frakci 1 
i  hojně zastoupených proteinů ve 

Hovězí sérový albumin (BSA) byl zís-
kán od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO). Ethanolamin hydrochlorid (EA), 
3-(ethyliminomethylideneamino)- 
-N,N-dimethylpropan-1-amin (EDC) 
a  1-hydroxypyrrolidine-2,5-dione 
(NHS) byly součástí Amine Coupling 
kitu od firmy Biacore (Uppsala, Swe-
den). MARS Human 14 (Hu-14) ko-
lona a pufry A a B k ní dodávané byly 
získány od firmy Agilent (HPST Praha, 
Czech Republic). Ve všech experimen-
tech byla používána 2krát destilo-
vaná a deionizovaná voda (Milli-Q50, 
Millipore, Prague, Czech Republic). 
Všechny ostatní chemikálie byly analy-
tické čistoty.

Pufry: PBS (0,01 M fosfát; 0,138 M  
chlorid sodný; 0,0027 M chlorid dra-
selný; pH 7,4), SA (0,01 M octan 
sodný; pH 5,0), PBNa (0,01 M fosfát; 
0,75 M chlorid sodný; 0,009 M chlo-
rid draselný; pH 7,4), 10% BSA/PBS 
(w/w), 0,2% BSA/PBNa (w/w), ACD 
(0,08 M citrát trojsodný dihydrát; 
0,06 M kyselý citrát sodný monohyd-
rát; 0,1 M glukóza).

Deplece plazmy
Byla použita kolona Mars Hu-14 
4,6  ×  100 mm odstraňující 14 nej-
hojněji zastoupených bílkovin v  lid-
ské krevní plazmě o  kapacitě 40 μl 
krevní plazmy pro analýzu. Byl po
užit protokol od firmy Agilent, který 
byl přizpůsoben systému PF2D (Beck-
man Coulter Praha, Czech Republic). 
Byly získány 2 frakce: frakce 1 vytékala 
v pufru A o pH 7,4 a obsahovala málo 
zastoupené bílkoviny krevní plazmy, 
zatímco frakce 2 obsahovala vysoce 
zastoupené bílkoviny uvolněné z  ko-
lony kyselým pufrem B (pH 2,5). Obě 
frakce byly převedeny do PBS pufru, 
zahuštěny na Amicon filtrech s MWCO 
o 3 kDa (Millipore, Prague, Czech Re-
public) a  skladovány při –80 °C do 
doby použití.

Biosenzor s povrchovými plazmony
Pro detekci depletovaných vzorků byl 
používán 4kanálový SPR senzor s mo-
dulací vlnové délky (SPR biosenzor) 

nější metodou deplece krevní plazmy 
je současné imunoafinitní odstranění 
nejvíce zastoupených bílkovin plazmy 
[24], které využívá mnoho komerč-
ních souprav, jako např. Multiple Affi-
nity Removal System Column (MARS, 
Agilent) [25]. Již zmíněné vyrovnání 
koncentrací bílkovin pomocí peptido-
vých knihoven bývá realizováno např. 
komerčním kitem ProteoMiner firmy 
Biorad, který je založen na hexapepti-
dové knihovně, jejíž peptidy interagují 
rovnoměrně s jednotlivými bílkovinami 
vzorku. Všechny bílkoviny vzorku jsou 
zachyceny částečkami sorbentu, a pro-
tože pro hojně zastoupené bílkoviny je 
k disposici omezený počet vazebných 
míst, dochází k  jejich rychlému vysy-
cení a nezachycené bílkoviny jsou vy-
myty [26]. Takto získaný vzorek, který 
obsahuje zhruba stejné množství všech 
původně přítomných bílkovin, je po
užitelný pro různé proteomické expe-
rimenty s výjimkou zjišťování kvantita-
tivních informací z původního vzorku.

Uvedené předpoklady o  vlivu de-
plece krevní plazmy na snížení nespe-
cifických interakcí biosenzoru se zkou-
maným materiálem jsme testovali na 
modelové detekci VEGFR-1, markeru 
myelodysplastického syndromu, po-
mocí jeho fyziologického protějšku 
VEGF-A  imobilizovaného na povrch 
SPR senzoru.

Metody
Materiál
Krev byla odebrána do polypropyleno-
vých zkumavek s citrátem. Plazma byla 
získána centrifugací při 14 000× g po 
dobu 5 min při 15 °C. Všechny vzorky 
byly získány v  souladu s  etickou ko-
misí na Ústavu hematologie a  krevní 
transfuze.

Lidský rekombinantní protein 
VEGF-A a VEGF Recptor-1/Fc chimera 
byly dodány f irmou Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO). 11-mercapto-tetra 
(ethyleneglycol)undekanol [HSC11

(EG)4OH] a  16-mercapto-hexa
(ethyleneglycol)hexadecanová kyselina 
[HSC11(EG)6OCH2COOH] byly dodány 
firmou Prochimia (Gdańsk, Poland). 
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nových cyklech prokládaných 30vte-
řinovými cykly s protékajícím pufrem 
(2% BSA/PBNa). BSA/PBNa pufr s vyšší  
iontovou silou zajišťuje odstranění ne-
specif icky navázaných proteinů, ale 
zároveň nedochází k  narušení vazby 
VEGFR-1 k imobilizovanému VEGF-A. 
Celkový čas kontaktu plazmy s  povr-
chem byl 5 min.

Výsledky a diskuze
Odpověď senzoru na ředěnou plnou 
plazmu a  plazmu depletovanou byla 
měřena ve všech 4 kanálech a nespeci-
fická odezva byla vypočítána z rozdílu 
mezi odezvou senzoru před aplikací 
plazmy a 5 min po návratu do proté-
kajícího pufru. Odezva odpovídá ne-
specifické adsorpci proteinů plné nebo 
depletované plazmy na povrch čipu. 
Průměrná odezva senzoru na plnou 
plazmu (10krát ředěnou PBS/BSA)  
byla 0,24 nm, což odpovídá koncen-
traci bílkoviny 4,08  ng/cm2 na po-
vrchu. Průměrná odezva na plazmu 
depletovanou byla 0,01 nm, odpoví-
dající koncentraci 0,17 ng/cm2. Ne-
specifická odezva byla stanovena ve 
3 různých experimentech za stejných 
podmínek. Průměrnou nespecif itu 
plné a depletované plazmy zobrazuje 
obr. 2. Nespecifita depletované plazmy 
byla 24krát nižší vzhledem k  plazmě 
nedepletované.

Testovaný čip byl pokrytý tzv. sa-
mouspořádající se vrstvou alkyl
thiolů, jedním s  nejhojněji po
užívaných funkčních povrchů na 
biosenzorech. Ačkoli byl v  posední 
době zaznamenán velký pokrok ve 
vývoji těchto materiálů a  mohou se 
chlubit minimální nespecif itou, vyža-
duje analýza komplexních biologic-
kých vzorků jejich úpravu před ana-
lýzou. Kombinace vhodného povrchu 
a efektivního ošetření vzorku, kdy se 
odstraní nejhojněji zastoupené bíl-
koviny, by pak mohla umožnit de-
tekci látek o velmi nízké koncentraci, 
jako jsou např. markery některých 
onemocnění.

Ověřovali jsme vliv deplece krevní 
plazmy na detekci VEGFR-1, mar-

vými cykly s protékajícím pufrem (2% 
BSA/PBNa) pro odstranění nespeci-
f icky navázaných proteinů. Celkový 
čas kontaktu plazmy s povrchem byl 
tedy 5 min.

Ukotvení VEGF-A a detekce 
VEGFR-1
Postup imobilizace VEGF-A  a  de-
tekce VEGFR-1 již byly popsány 
dříve [28]. Krátce očištěný zlatý SPR 
čip byl pokrytý vrstvou alkylthiolů 
zakončených karboxylovou skupi-
nou. VEGF-A (o koncentraci 2 μg/ml  
v  PBS) byl ukotven na povrchu sen-
zoru pomocí kovalentní amidové 
vazby s  aktivovanými karboxylovými 
skupinami alkanethiolů (aktivované 
1 : 1 směsí NHS a EDC). Místa neob-
sazená proteinem VEGF-A byla dovy-
sycena BSA (0,5 mg/ml) v SA pufru. 
PBNa pufr o  vysoké iontové síle byl 
použit na odmytí nekovalentně váza-
ného VEGF-A a BSA. Zbylé karboxy-
lové skupiny byly deaktivovány 1M EA 
(obr. 1).

Do 10krát naředěné plazmy v  PBS 
s 2% BSA byl přidán VEGFR-1 o finální 
koncentraci (25–100 ng/ml). Vzorek 
byl přiváděn k povrchu v 10–30vteři-

frakci 2 odpovídala 10% koncentraci 
u  každé skupiny proteinů vzhledem 
k  jejich původní koncentraci v  plné 
plazmě. BSA je do plazmy i protéka-
jícího pufru přidáván z důvodu kon-
tinuálního vyblokovávání volných 
míst na povrchu senzoru, čímž sni-
žuje nespecifickou interakci proteinů 
plazmy s povrchem. Plazma byla při-
váděna k  povrchu v  10–30vteřino-
vých cyklech prokládaných 30vteřino-
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Obr. 1. Odezva SPR senzoru na imobilizaci vaskulárního endoteliálního růsto-
vého faktoru A (VEGF-A) a BSA na aktivovaný povrch SPR čipu.
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Obr. 2. Průměrná odezva senzoru na 
povrch s imobilizovaným VEGF-A na 
10% plazmu plnou a depletovanou.
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odpověď senzoru umožnila detekci cí-
lového proteinu o mnohem nižší kon-
centraci než v  případě plné plazmy. 
Imunodeplece vzorku pomocí kolony 
MARS Hu-14, která odstraní přibližně 
94 % celkové bílkovinné hmoty z  lid-
ské plazmy, je tedy účinnou metodou 
pro přípravu vzorku pro optickou me-
todu SPR.
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