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Genom (20-25 tis genu)
Transkripce

Posttranskripcni modifikace

Alternativni sestfih

Transkriptom

Translace
Odbouravani mRNA
Posttranslacni modifikace

Alternativni konformace

\ 4
Proteom (miliony proteint)

Dynamicky systém — odrazi momentalni stav
bunky

Hladina proteinu Casto nekoreluje s hladinou
MRNA

Rozsah exprese - 106
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Proteomika

Proteom - soubor vSech proteint v daném biologickém
systému (bunka, tkan, organizmus)

Klinicka proteomika - studuje celkovy bunecny proteom
v klinickych vzorcich

= Cil - identifikovat a charakterizovat proteiny zapojené do
vzniku a vyvoje onemocneni
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Proteomicke metody

= Dvourozmerna gelova elektroforéza (2-DE)
Casové, finanéné naroéné

Tézko reprodukovatelné

= 2D Kapilarni elektroforéza
= Hmotnostni spektrometrie
= ELISA - zejména v diagnostice

= Proteinové Cipy
Vysokokapacitni
Pomeérné jednoduché zpracovani
Expresni i funkCni studie

Vyzadovano minimalni mnozstvi vzorku

~ g SVERST, INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
° 2 <,
. ; . M Tato prezentace je spolufinancovana
* * * A ” a r
" MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani o & . 'Evropskym sov<:|aln|’m fondgm
EVROPSKA UNIE v MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost ANA® a statnim rozpoctem Ceské republlky

‘B‘dng
Vengis

A7



Proteinove Cipy
= Expresni (,analytické” Cipy)

stanoveni pritomnosti a koncentrace

proteinu v komplexnich vzorcich
Protilatkoveé Cipy
Lyzatove Cipy
Antigen Cipy

= Funkcéni

studium interakce proteinu s jinymi molekulami
proteiny, peptidy, nizkomolekularni latky, oligosacharidy, DNA
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Princip proteinovych Cipu

= Vazba protilatka-antigen - mikrospot ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay)

= Miniaturizace imunoassays - malé mnozstvi vazaneé protilatky a maly objemu
vzorku

= CitlivéjSi nez systém se stonasobné vétsim objemem materialu (vySSi pomeér signal —
to-noise)

= RychlejSi provedeni — kratSi difuzni vzdalenost
= Moznost multiplexovani

= Mala spotfeba materialu

= Citlivost fadové ve femtomolech - 106 molekul/ml

= Mnozstvi navazané molekuly je sice velmi nizké, ale v ramci mikrospotu Ize
dosahnout vysokeé hustoty

= Stanoveni koncentrace analytu ve vzorku
= Koncentraci pfimo odpovida mnozstvi vazaného analytu
(Ekins RP, J Pharm Biomed Anal. 1989)
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Princip proteinovych Cipu

= Stovky — tisice proteinu imobilizovanych ve formé mikrospotu na
pevnem povrchu

= Planarni povrchy

membrany (polystyrenové, PVDF - polyvinyliden fluorid, nitrocelulosové)

standardni mikroskopicka sklicka
s chemicky modifikovanym povrchem (poly-lysin, aldehydické skupiny)
potazena membranou
mikrospoty 100—-250 mm

,printing“ spotu je zasadni a ovliviuje variabilitu a reproducibilitu

Kontaktni — vyuziva kapilarni sily
Piezoelektricky — vyuziva elektricky pulz k uvolneni kapky

Pomalejsi ale mensi variabilita

Variabilitu snizuje pfitomnost replikatu
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DetekCni metody

NejcCastéji fluorescence

Enzymaticky — znacCeni alkalickou fosfatazou, krenovou
peroxidazou

Chemiluminiscence
Radioaktivita

Zvyseni signalu — znaceni biotinem — vazba na znaceny
streptavidin

Hmotnostni spektrometrie
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Cipy pro stanoveni antigend

Protilatkove Cipy

*Pfimy format (FPA- forward phase arrays)

*Na povrchu spotované protilatky (velikost
spotu 0,3-0,5 mm)

=|nkubace se vzorkem

Y

Pfimé znaceni X / \ ¢ Sendvi¢ova metoda

Moznost _ ‘ *J}* K A
dvoubarevné ¥ ‘ﬁi" Y 5 ‘ﬁi"

detekce Xiaobo et al. 2010

Vyssi citlivost
a specifita

=Detekce stovek antigenu ve vzorku

=Expresni profilovani — ,large-scale”
monitorovani proteinoveé exprese

=Cilené na urcité bunécné procesy (bunéény
cyklus, cytokiny, MAPK draha, p53 draha...)

Lyzatove Cipy
=Zpétny format (RPA — reverse phase arrays)
=*Na povrchu spotované vzorky

(proteinove, tkanove lyzaty, serum)

*Inkubace se specifickymi znacenymi
protilatkami
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Xiaobo et al. 2010

=Srovnani exprese az desitek antigenl u stovek
ruznych vzorku

*Nevyhoda — mala hustota studovanych molekul
ve spotu

— pre-frakcionace pomoci 2D kapalinové chromatografie
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Cipy pro stanoveni protilatek

Antigen Cipy

= Na povrchu spotované znameé antigeny

A O
syntetické proteiny, peptidy
" Inkubace se sérem obsahujicim 'Jljkj"** l
studovane protilatky
= Detekce pritomnosti protilatek ve vzorku, A éL\

nejcasteji v séru

Xiaobo et al. 2010
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Bead array - mikrosfery

= pramér ~ 5-10 um (velikost lymfocytu)

= polystyrenove nebo latexove kulicky

= kodovany® rozdilnymi barvami nebo velikostmi

[] [ [l H‘ ;
= Detekce — na principu flow cytometrie P
rozpoznavani rozdilné kédovanych mikrosfér
identifikace a kvantifikace proteinu ve vzorku Q: fb
= MnozZstvi stanovovanych proteinu je limitovano po¢tem ,
druhl mikrosfér (~1000) \l p
= Znadeni Quantum dots - teoreticky az 40 000 A N,
!,
= Moznost automatizace 4 e
= \yuziti — cilené — zejména detekce cytokinu, protilatek \ P laser 2
(alergie, autoimunita), ale napf. i detekce fuznich ’ W,
proteinu a onkoproteinu ’
= Luminex xMAP™ - otevfeny systém www.lucerna.chem.ch
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Bunecne Cipy

= Primy format

Spotované protilatky l

v v ’ -
Inkubace s buneéCnou suspenzi | )
Napf. spotované CD molekuly — inkubace s
leuko Cyty aﬁé&aﬁ&vﬁﬁ mim

— charakterizace leukemickych bunék

=, Transfekcni Cipy” - bunky rostou na povrchu
Cipu s naspotovanou cDNA

Bé&hem rustu pfijmou cDNA

Cip se spoty bun&k exprimujicich r(izné cizorodé
proteiny
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Bunecne Cipy

= Detekce

Primo mikroskopicky na skliCku
DalSi charakterizace znacenymi protilatkami
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Tkariové &ipy

= Varianta RPA Cipu (zpétny format)

= Spotuji se celé vzorky tkani napr. ' 500000690508 0930,
bioptickych $9080QO,0000¢LH09O

COIVDVPQOOCOTC O 209G

v ;. . ) 28PVLCO0QCOPVOECODO®

= |Inkubace se znaCenymi protilatkami 2602000000 0080609

999004@0&’0%@@3 03@
@'G&Q@QQGB G ;

‘ LT [

@O}E&f P v ;0aY

= Velikost spotu 0,6 - 2mm

Nature Reviews | Drug Discovery
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SELDI

= Surface Enhanced Laser Desorption/lonisation

= |nkubace lyzatu na makrospotech adsorp¢éniho povrchu s riznou
povrchovou upravou

= Nespecificka vazba proteinu
= Detekce hmotnostni spektrometrii
= Nizsi citlivost

_ + + 1=
= Umoznuje vyhledavani N @
neznamyCh blomarkeru H'fer[;thiE S ’ Ionlic ’ I IP—-IAC-SF Mixed

Chemical Surfaces

MNR™3 5074

Biochemical Surfaces

Xy, AL gu e 2o

Antibody Enzyme Receptor Drug
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Funkcni Cipy
= Studium interakce s jinymi molekulami

Inkubace s jinymi proteiny, DNA, malymi molekulami
(oligosacharidy, terapeutika, ...)

= Studium posttranslacnich modifikaci
= Studium enzymaticke aktivity

= Studium kofaktoru a inhibitoru

= Studium interakci ligand-receptor

ide. afs

protein - DNA protein - protein enzym - substrat
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Spotovany nativni proteiny

= Potfeba zachovani struktury a biologické aktivity

Problém imobilizace, zachovani konformace a orientace na Cipu i béhem skladovani

1. funkéni Cipy — mikrojamicky v silikonovém elastomeru na povrchu mikroskopického sklicka
(Zhu et al., Nat Genet 2000)

= Nespecificka vazba pfimo na povrch
Adsorpce

Kovalentni vazba pfirozenych chemickych skupin proteinu na upraveny povrch
Aktivni ¢ast proteinu muze byt schovana, problém zachovani konformace

= Chemoselektivni vazba — pfipojeni chemické skupiny na definovanou pozici

proteinu — specificka reakce s komplementarni chemickou skupinou na povrchu
skliCka

Orientovana pozice na skli¢ku

= |mobilizace pres specificky rekombinantni tag
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Imobilizace pres rekombinantni tag

= Béhem syntézy studovaného proteinu se na C nebo N konec
prida afinitni tag, ktery specificky interaguje s povrchem Cipu
= Zachovani orientace, konformace

= Funguje jako ,spacer” — oddaleni proteinu od povrchu - odkryti
reaktivnich mist a umozneéeni interakci
Poly(aminokyseliny) — poly(His), poly(Cys), poly(Lys)
Glutathion-S transferaza (GSH)
MBP (maltézu vazajici protein)
Biotinylovany tag

biotinylation —,

protein
attachment
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Vyuziti interakce biotin - streptavidin

;

"~ +<— spravne slozeny protein

g@ «—— Biotinylovany tag
2

streptavidinem pokryté
mikroskopické sklicko
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Analyza DNA-vazebnych schopnosti p53
mutantu

. P53 array - 50 Varlant p53 intenzita fluorescence

I T
wit wip53 JE———

EIEIEIEEEEEERERE e o

48 mutaci — 43 missense, 5 nonsense

= Studium efektu mutaci a polymorfismu
na interakci s jinymi proteiny

(o @G ¢ DHE@ o

na konformaci — konformacéné-specificka H233N H233D N235D N235S
protilatka R248W R248Q
C e ®

na vazbu k DNA - vazba proteinu
navazanych na Cipu k fluorescencné

. : . g i oL
znacenym oligonukleotidum obsahujicim s e@ ©(
responzivni elementy p53 cilovych genu

®@ © 9 » 9 ®» ® & ¢ ¢ » »
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Dalsi typy funkcnich Cipu
= Doménove Cipy
Spotovany pouze jednotlivé domény proteinu
Pochopeni protein-proteinovych interakci

= Peptidove Cipy

Inkubace s proteiny, DNA, malymi molekulami (oligosacharidy,
terapeutika, ...)

= Cipy s chemickymi knihovnami
Inkubace s proteiny (enzymy, receptory...)

Studium inhibitoru, studium ligand-receptorovych interakci-
vyhledavani terapeutik
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Typ Cipu Molekuly Stanovované Inkubace Pocet Pouziti
imobilizované molekuly spot
na €ipu
expresni | protilatkové zname antigeny neznamy vzorek | > 1000 proteinove
o protilatky - proteinovy profilovani
(primy lyzat
format)
lyzatové neznamy antigeny zname protilatky | >1000 proteinove
o vzorek - profilovani
(zpétny proteinovy lyzat
format)
antigen Cipy | znamé antigeny protilatky neznamy vzorek | >1000 stanoveni
— protilatky v pritomnosti
séru protilatek v
seéru
funkéni protein- znamé proteiny partnerské >100 studium
protein v nativnim, molekuly interakci
: funkénim stavu interaguijici s proteinu
protein- : : .
DNA. RNA nebo peptidy, proteiny s partnerskymi
’ molekulami
protein-
nizkomoleku
larni latky nebo nebo
Enzym-
substrat
chemicke latky proteiny
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Vyuziti
= Studium biomarkeru — diagnostické, prognostické, prediktivni
= |dentifikace terapeutickych cill

= Studium vlivu terapie

= Detekce autoprotilatek a autoantigenu, studium imunitni
odpovédi, analyza alergenu
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Vyuziti

Company  Application Product
Arrayit Infection Pathogen antigen
nmicroamays
1 I I 4 4 Aushon Multiplex cytokine Ciraplex
= [n vitro diagnostika — vice nez u Ml ’
Ostatn I’Ch typlj éi plj RED system Acute phase protein Proteome Profiler Human
profiling Cytokine Amray Kit
Rand o Adhesion molecule detection Adhesion Molecule Array
NejcCasteji diagnostika autoimunitnich Cardipc risk prodiction ~ Cardiac Array
v 7 .y Nervous system disfaunction Cerebral Armay
OnemOcnenl, alerg“ Multiplex cytokine profiling  Cytokine Amay
Endocrinology testing Endocrine Amray
Diagnostika infekCnich onemocnéni Fertility bormones Fertlity Amay
evaluation
. oo o Metabolic syndrome and Metabolic Amray
Profilovani biomarkeru associated disorders
Cancer screening and Tumor marker Arrays
Sepse a zanéty monitoring
. i L. Tyiroid function testing Thyroid Array
Neurodegeneratwnl onemocneni RayBiotech Obesity array Quantibody®
Angiogenesis Cuantibodyd
Nadorova onemocnéni Periodontal disease Quantibody®
Ophtalmic array Cuantibody®
Inflammation Cuantibody®
Quansys Inflammation/acute Human chemokine/
phase protein profiling oytokine
Fertility hormones Human female hormone
evaluation
Phadia Allergy ImmunoCAP® ISAC
Cretich et al., 2014
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