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1. Uvod a piehled metodik zaloZenych na
hmotnostni spektrometrii umozZiujicich
hledani interak¢nich partneri a biomarkera

V poslednich letech rychle se rozvijejici genomika
ajeji pristupy podstatné zménily studium biologickych
systémt  z molekularniho hlediska. Nové technologie
v ¢ele s technologii GeneChip® (zndmé také jako ,,DNA
microarrays®) poskytly obrovské mnozstvi informaci
o expresi jednotlivych genl v bunikach a tkanich a vnesly
do znalosti o téchto systémech novy rozmér. Poznatky
o mife a zménach exprese jednotlivych genti nabidly alter-
nativni systematizaci a klasifikaci rGznych organismu,
stavii ¢i onemocnéni. Pouziti genomickych pfistupi je
nicméné limitované, jelikoz genomika neni schopna po-
skytnout informace o vlastni aktivité¢ proteind, jejich loka-
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lizaci nebo interak¢nich partnerech a posttranslacnich mo-
difikacich. Dal$i limitace genomickych metod plyne ze
skuteCnosti, ze vztah mezi hladinou mRNA (,trans-
kriptomem*), procesem translace (,,translatomem®), mirou
exprese proteinu v bufice (,,proteomem‘) a aktivnim pro-
teinem (,,funktomem®) neni zcela jednoznaény'?. Vzhle-
dem k témto limitacim je ke genomovym funk&nim studi-
im nutna identifikace vlastnich kodovanych proteinti sou-
Casné s informaci o jejich expresi (funkéni a diagnosticka
proteomika). Proteomické pfistupy zalozené na rozvoji
hmotnostni spektrometrie (MS) jsou v soucasné dobé
schopny detegovat s pomérné velkou citlivosti pfitomnost
nizkych koncentraci proteinu v komplexnich matricovych
biologickych smésich.
1.1. Kvalitativni proteomické pfistupy
Obecny pfistup pro identifikaci novych proteini je
pfevazné zalozen na purifikaci proteinu a nebo jeho zakon-
centrovani a separaci v proteinové smesi pomoci chroma-
tografickych, elektroforetickych nebo jinych technik
(afinitni purifikace, ultracentrifugace, atd.), proteolytickém
Stépeni proteinu nebo proteinové smési a nasledné analyze
ziskané peptidové smési hmotnostni spektrometrii. Nejcas-
t&jsi je pouziti kombinace kapalinové chromatografie
(HPLC) a hmotnostni spektrometrie (LC-MS) nebo tande-
mové hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS). Tento pii-
stup umoznuje efektivni ziskavani informaci o interakc-
nich partnerech sledovanych proteinii zejména pti pouziti
afinitnich purifikacnich technik jako je imunoprecipitace,
nativni elektroforéza atd. Limitujicim krokem pak zlistava
vlastni purifikace proteinovych komplexda.

1.2. Kvantitativni proteomické
pifistupy a bunéc¢né regulace

Z hlediska studia buné¢nych regulaci a bunécné odpo-
védi na rizné vnéjsi 1 vnitini podnéty na proteinové Girovni
je nezbytné disponovat zptisoby, jak v komplexnich protei-
novych smésich sledovat kvantitativni zmény hladiny pro-
teint. Jednim z pfistupl jsou metody vyuzivajici izotopo-
vého znaCeni. Pro zainkorporovani stabilniho izotopu do
proteinu jsou obvykle pouzivany dva pfistupy, metoda
SILAC (Stable Isotopic Labeled Amino Acid — stabilnimi
izotopy znatené aminokyseliny, cit.’) a metoda ICAT
(Isotope-Coded Affinity Tag* — izotopové znacené afinitni
raménko, cit.*). Metoda SILAC vyuZiva in vivo zainkorpo-
rovani izotopové znafenych aminokyselin do proteint
kultivaci dvou srovnavanych bunéénych kultur v médiu
obsahujicim lehkou a té€Zkou izotopovou formu argininu.
U metody ICAT se chemickou reakci (vazba lehké a tézké
formy ICAT na proteiny obsahujici cystein pfes skupinu -SH
v redukovaném stavu) izotopové oznaci dvé proteinové
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smési  pfipravené vhodnymi separacnimi metodami
z kultivovanych bunék nebo tkanovych lyzatd. Vysledné
proteinové smési jsou smichany a podrobeny proteolyze.
Peptidy jsou separovany metodou HPLC a charakterizova-
ny hmotnostni spektrometrii. Z poméra izotopové znace-
nych peptidi pak mtzeme kvantifikovat rozdily v expresi
pro dané podminky specifickych proteint.

Tyto pfistupy jsou vhodné pro srovnani hladin protei-
nové exprese ve dvou bunécnych kulturach vystavenych
riznym podminkdm, ale pro srovnani vice vzorkii jsou
nepouzitelné. Analyza Sirokého spektra vzorku je vSak
nezbytna u vSech klinickych aplikaci, kdy hleddme zmény
v expresi proteinl spojenych se specifickymi patologicky-
mi stavy a onemocnénimi. Témto pozadavkim vychazi
vstiic nova technologie ProteinChip® vyvinuta spolecnosti
Ciphergen. Tato technologie zalozena na principu SELDI
(Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization — laserova
desorpce/ionizace usnadnéna povrchem) hmotnostni spekt-
rometrie nabizi novou alternativu k 2D elektroforéze.

2. Protein Chip® technologie, parametry
a moZnosti

ProteinChip® technologie je zalozend na principu
SELDI-TOF-MS. Metoda SELDI (cit.”) byla definovana
na pocatku 90. let jako rozsifeni metody MALDI-TOF-MS
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-
Flight Mass Spectrometry” — laserovd desorpce/ionizace
za pritomnosti matrice usnadnujici desorpci spojena s pru-
letovym hmotnostnim analyzatorem, cit.®). Hlavnim rozdi-
lem a prednosti SELDI analyzy vac¢i MALDI je aktivni
interakce proteinil s vlastnim povrchem ¢ipu. V obou pii-
padech jsou analyzované proteiny krystalizovany spolu se
slouceninou schopnou absorbovat energii z UV zafeni
a poté prevedeny do plynné faze pulsnim UV laserovym
paprskem. Ionizované proteiny jsou urychleny elektrickym
polem do hmotnostniho analyzatoru TOF (Time of Flight
— priletovy hmotnostni analyzator), kde jsou ionty rozdeé-
leny na zakladé jejich hmotnosti na naboje (m/z).

Soucasti technologie je samotny Cip s analytickymi
terCiky (aluminiova desticka s osmi, resp. Sestndcti terciky
s danym chromatografickym povrchem), vlastni hmotnost-
ni spektrometr (TOF-MS) a programové vybaveni umoz-
fujici ovladani pristroje a nasledné vyhodnoceni a zpraco-
vani ziskanych dat.

2.1. Analyzator

Hmotnostni spektrometr (obr. 1A) je navrzen pro
vysokou citlivost méfeni a dobrou reprodukovatelnost
naméfenych dat. Softwarova kontrola zajiStuje presné
misto zasahu laseru na teré¢iku v pribéhu méteni. Pfi opa-
kovaném meéfeni daného terciku lze tak urcovat misto
ostfelovani laserem, analyza proteinového spektra
v ruznych mistech ter¢iku pak zajistuje homogenitu méie-
nych dat.
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Obr. 1. A. PBS II C — SELDI/-TOF hmotnostni spektrometr
s automatickym podavacem ¢ipi. B. MozZnosti dostupnych
chemickych a biologicky aktivnich povrchii v ramci Protein-
Chip® technologie. C. (a) Zobrazeni hmotnostniho spektra.
(b) Carové spektrum vybranych piki. (¢) Denzitometrické
vyneseni hmotnostniho spektra, tzv. ,,gel view*

2.2. Povrchy

Hlavni inovaci SELDI v hmotnostné spektrometric-
kych metodach je pouziti aktivnich povrchii pti adsorpci
vzorku (obr. 1B). Na aluminiové desticce Cipu jsou nabize-
ny teréiky s povrchy chemickymi nebo biochemickymi.
Iontomeénic¢ové povrchy jsou piipraveny na podkladu hyd-
rogelu (komplexni syntéza pfimo na jednotlivych terci-
cich) nebo latexu (rychla ptiprava ve velkém objemu; po-
sléze nanaseno na ter¢iky). Funkéni skupinou slabého ka-
texu je karboxylat, u silnych anexi kvarterni amonna béze.
Cipy s povrchem IMAC (Immobilized Metal Affinity Cap-
ture — povrch s vazbou ptes zakotveny kov) nesou na svém
povrchu imobilizovanou kyselinu nitrilotrioctovou (NTA)
umoznujici chelataci dvojmocnych (Zn, Co, Ni, Cu, Ca,
Mg) i trojmocnych (Al, Fe, Ga) iontd kovi. Mezi chemic-
kymi povrchy jsou nabizeny i povrchy hydrofilni (oxid
kfemicity) a dva druhy hydrofobnich povrchi liSicich se
délkou alkylovych fetézcl s vlastnostmi odpovidajicimi
reverzni fazi C6 az C12 nebo C18.

Biochemické povrchy tercikli umoziluji vyuziti bud
povrchu derivatizovaného epoxidem nebo karbonyldiimi-
dazolem (CDI) pro kovalentni navazani molekuly. Na
takto upraveny ter¢ik je mozné imobilizovat enzymy, spe-
cifické receptory, 1é¢iva nebo vhodné znacené oligonukle-
otidy. Imobilizaci protilatek zjednodusuje komeréné€ doda-
vany epoxidovy povrch s navazanym G-proteinem.
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K dispozici jsou také Cipy se zlatymi ter¢iky umoziu-
jict vyuziti systému ProteinChip® pro standardni MALDI
experiment.

2.3. Software

Softwarova vybava umoziuje jedinecnou identifikaci
meétenych Cipli pomoci Carovych kédi a podrobny popis
vzorkll nanesenych na jednotlivych teréicich (typ vzorku,
zpusob zpracovani, podminky vazby ¢i promyti a piesna
specifikace) a také vytvoreni a aplikaci specifického proto-
kolu pro kazdy jednotlivy ter¢ik (rozmezi poméru hmot-
nost/naboj, intenzita laseru, pocet méfeni v jedné pozici
laseru, celkovy pocet méfeni na jednom terciku aj.).

Ziskana data lze zobrazit jako hmotnostni spektrum
v podobé Cetnosti vyskytu iontu s danym pomérem m/z
v zavislosti na m/z. Pro zptehlednéni spekter, zejména pfi
préci s jejich vétSsim mnozstvim, je mozné vybrané piky
spektra zobrazit ve formé& carového spektra, nebo celé
spektrum denzitometricky prevést do zdznamu podobného
gelové elektroforéze (obr. 1C).

Soucasti softwaru jsou nastroje pro analyzu dat, jako
je filtrace Sumu, vyrovnani bazélni linie, automatickd de-
tekce pikd aj. Zakladni software pro manipulaci se ziska-
nymi spektry je pak doplnén dal$imi néstroji umoZiujicimi
statistické zpracovani.

3. Aplikace ProteinChip® technologie

ProteinChip® technologie umoziiuje kvalitativni a do
jisté miry i kvantitativni srovnani dvou proteinovych profi-
la. Vys8i reprodukovatelnost ziskanych proteinovych
spekter  spolu  srelativné  snadnéj§i  interpretaci
(digitalizaci) hmotnostniho spektra ve srovnani s vystupem
2D elektroforézy jako nejrozsitenéjsi proteomické metodi-
ky, zajistuje této technologii Siroké moznosti uplatnéni
v mnoha rtiznych oblastech.

Jednim z praktickych vyuziti této technologie napf.
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v oblasti mikrobiologie je vytvoreni databaze proteinovych
profili bakteridlnich kmenu, kterd by slouzila k jejich
identifikaci (obr. 2). Minimalni mnozstvi vstupniho mate-
ridlu je velkou vyhodou v pfipad€ obtizné kultivace né€kte-
rych bakterialnich kmen®’. Ambiciéznim projektem je pak
vytvoreni bakteridlniho klasifika¢niho algoritmu s vyuzi-
tim umélé neuronové sit&®.

Z mikrobiologicko-klinickych aplikaci mizeme uvést
prukaz infekce koronavirem (CoV), ktery je pfi¢inou syndro-
mu znamého jako SARS (Severe Acute Respiratory Syndro-
me — piiznaky nahlého a t&kého dychaciho selhani)'’, na
urovni tkaiovych kultur pak prikaz infekce Helicobacter
pylori'' nebo Bacillus anthracis'2. Byla rovnéz publikova-
na prace, ve které byl pomoci této technologie identifiko-
van faktor vyvolavajici apoptoticky zanik bunék centralni-
ho nervového systému pii infekci organismu Trypanosoma
brucei®.

Povaha afinitni interakce ¢ipu IMAC30, kterd umoz-
nuje detegovat proteiny ¢i peptidy schopné vazat kationt
kovu, je zajimava z hlediska vyvijeni postupt pro charak-
terizaci proteinové fosforylace'®. Publikovana byla aplika-
ce daného &ipu pro detekci kinasové aktivity'>'.

3.1. Cipy s aktivnim biologickym
povrchem

Moznosti Sirokého uplatnéni ma pouziti biochemic-
kych ¢ipti. Pomoci navazané¢ho peptidu, proteinu, DNA,
protilatky ¢i molekuly lé¢iva mulizeme na povrch Cipu
imobilizovat odpovidajici reakcni partnery a hmotnostni
spektrometrii je pfimo identifikovat. Velice efektivné tak
mizeme ziskat informaci nejen o interakénim partnerovi,
ale nastavenim reak¢nich podminek také o povaze interak-
ce nebo kompeticnich inhibitorech. Piestoze pouziti takto
upravenych aktivnich povrchill neni zatim v publikovanych
pracech Casté, mizeme uvést praci vyuzivajici kovalentni-
ho navazani monoklonalni protilatky pro identifikaci nado-
rového markeru PSA (Prostate-Specific Antigen — krevni
ukazatel nadoru piedstojné 7lazy)'’. Navazané protilatky
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Obr. 2. Hmotnostni spektra proteinového extraktu bakterie Francisella tularensis, subtyp holactica (A) a subtyp tularensis (B)
s pouzitim hydrofobniho selektivniho povrchu (H50); bakterie byly kultivovany v tekutém Chamberlainové médiu, v pozdni logarit-
mické fazi jejich ristu byly centrifugaci bakteridlnich kultur ziskany pelety bakterii. Tyto pelety byly po promyti PBS resuspendovany
v roztoku acetonitril (70 %), voda a trifluoroctova kyselina (0,5 %), vzorek byl 5 min tfepan na vortexu a centrifugovan. Pro dal$i analyzu
byl odebran supernatant obsahujici pouze proteiny extrahované z povrchu bakterii. Supernatant byl vakuové odpafen na speedvacu
a resuspendovan v 20% acetonitrilu s 0,5% TFA a dale zpracovan podle standardniho protokolu dodavaného vyrobcem pro ¢ipy H50. Ze
spekter jsou ziejmé vyrazné rozdily v proteinovém profilu bakterialnich subtypt
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Obr. 3. Sledovani vazby DNA vazebného proteinu na oligo-
nukleotid; na povrch ¢ipu RS100 (karbodiimidazol) byl imobili-
zovan avidin podle modifikovaného protokolu doporuceného
vyrobcem, po zablokovani BSA (bovine sérum albumin, hovézi
sérovy albumin) a promyti povrchu teréiku PBS (phosphate
buffer saline, fosfatovy pufr s NaCl) byl ter¢ik inkubovan
s roztokem oligonukleotidu znaceného biotinem (byl pouzit oli-
gonukleotid kodujici p53 vazebnou sekvenci) a znovu promyt
PBS. Na pfipraveny povrch ter¢iku byl nanesen roztok purifiko-
vaného proteinu p53, reakce probihala ve vlhké komurce ptes
noc. Poté byl tercik promyt PBS a standardnim postupem pfipra-
ven k analyze. K reakci byl pouzit protein p53 exprimovany
v E.coli, ktery neni schopen bez dalsi aktivace vazby na DNA,
a v eukaryotickych hmyzich bunkach Sf9 exprimovany protein
pS3, ktery je schopen vazby na DNA bez dalsi aktivace
v dusledku fosforylaci zprostiedkovanych eukaryotnim expres-
nim systémem. Z vysledku je zfejmé, Ze nedochazi k nespecifické
vazbé¢ proteinu p53 na avidinem modifikovany povrch terc¢iku (A,
C), bakteridlné exprimovany protein p53 neni schopen vazby na
DNA (B) na rozdil od p53 exprimovaného v Sf9 (D). Pfitomnost
proteinu p53 vreakci byla prokazana s pouzitim cipu NP20
(hydrofilni povrch oxidu kiemicitého) (E, F)

byly také pouzity pro rozliseni molekularnich variant pro-
teinu transthyretinu (TTR)'™ nebo amyloid-beta fragmen-
t'°. Zajimavou aplikaci mize byt hledani transkripénich
faktort specifickych pro danou DNA?’. V nasi laboratoti

se pokousime vyvinout metodu, ktera by umoznila v bi-

E. coli p53 bez DNA
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optickych vzorcich nadorl pacientt rozlisit, zda nadorové
buriky obsahuji transkrip¢né aktivni protein p53 (schopny
vazby na DNA) nebo inaktivni protein p53, ktery neni
schopen vazby na DNA, coz je zplisobeno expresi mutova-
né formy proteinu p53 ¢i jeho posttranslaénimi modifika-
cemi. Mutace genu p53 je pfitomna ve vice nez 50 % lid-
skych nadorl a jednim z terapeutickych cild je reaktivovat
funkci vzniklych mutantnich proteind (obr. 3).

3.2. Patologické biomarkery

Asi nejdiskutovanéjsi a nejcastéjsi aplikaci této tech-
nologie je uz zminované vyuziti SELDI/TOF k identifikaci
novych patologickych biomarkert.

Hledani patologickych biomarkerti je proces slozity
uz jen z podstaty definice biomarkeru. Biomarker musi byt
specificky pro dany patologicky stav, mél by umoznit de-
tegovat Casné stadium patologickych zmeén Casto jesté bez
klinickych ptiznakd a mé¢l by byt nezavisly na genetickém
pozadi jedince. Zpusob stanoveni biomarkeru by pak mél
patfit mezi robustni vyhledavaci metody vyuzivajici rela-
tivné jednoduse ziskaného biologického materialu, jako je
krev, mo¢ & mozkomisni mok nebo biopsie. Uspéch
v této oblasti vyzaduje kvalitni, k dané diagnéze relevantni
klinické vzorky ve statisticky vyznamném poc¢tu, a metodi-
ku umoznujici u€inné vytézit informaci, kterou tyto kom-
plexni proteinové smési obsahuji. Vysledky vyzkumii po-
slednich let naznacuji, ze vétSina onemocnéni, zejména
civiliza¢nich, neni zptisobena poruchou v jednom genu, ale
souctem pusobeni vét§tho mnozstvi rozdilnych faktori
s riznou vahou svého vlivu na vysledny stav organismu.
V diagnostické proteomice je tedy nezbytné sledovat vice
parametrll a své uplatnéni zacinaji nachézet tzv. finger-
printingové metody, kde specificky charakter genomového
nebo proteinového ,,otisku“ odpovida ur¢itému stavu bun-
ky nebo organismu. Velmi cennou vlastnosti této technolo-
gie je moznost zjednodusSeni komplexity vychozi proteino-
vé smési zavedenim purifikacniho kroku pfimo na terciku
ur¢enému k analyze hmotnostnim spektrometrem. Naroky
na vychozi mnozstvi vzorku jsou malé (jde o mikrolitry
krevniho séra), 1ze vSak pracovat i s reakénim objemem
250 mikrolitrd. MoZnost kombinovat typ chromatografic-
kého povrchu a mobilnich fazi riznych vlastnosti zajistuje
zna¢nou variabilitu purifikaéniho kroku a umozfiuje nale-
zeni optimalnich podminek pro detekci pozadovaného
proteinu. Citlivost detekce proteinti lze zvysit pouzitim
dalsiho purifikaéniho kroku, ktery pfedchazi interakci
vzorku s analytickym teréikem, coz mize vést jesté
k vyraznéjSimu sniZzeni komplexity smési a dalSimu za-
koncentrovani proteind. Standardizované postupy a vysoka
reprodukovatelnost pak umoziluje ziskat kvalitni data pro
statistické zpracovani.

Jako inspirativni ptiklad uvadime studii, v niz jsme
sledovali u détskych pacientii s akutni lymfoblastickou
leukémii  léCenych  methotrexdtem Casové zmény
v proteinovém profilu krevni plazmy. Profily ziskané zpra-
covanim smésné plazmy od Etyf pacientll jsme srovnavali
s individualnimi profily dalSich tfi pacientil a je zfejmé, Ze
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Obr. 4. Studie ¢asovych zmén v proteinovém profilu krevni
plazmy u détskych leukemickych pacientii lé¢enych metho-
trexatem; byl pouzit ¢ip CM10 (katex), fosfatovy pufr pH6.
Proteinovy profil v zavislosti na ¢ase ziskany zpracovanim smeés-
né plazmy od Ctyf pacientl (A) jsme srovnavali s individualnimi
profily dalsich dvou pacientt (B, C). Zvyraznéna je oblast, kde ve
vsech profilech je okolo 30. hodiny pribéhu lécby metotrexatem
detegovana indukce nového piku

i pres individudlni rozdily dochazi v charakterech protei-
novych profild krevni plazmy ke shodnym zménam, které
1ze ptisoudit reakci na 1é¢bu methotrexatem (obr. 4)

4. Zavér

Prvni publikace tykajici se SELDI/TOF byla zvetej-
néna v roce 1998 a od té doby mnozstvi jak metodickych,
tak aplikacnich piispévkll exponencidln€ stoupd. V roce
2004 uz bylo téchto praci, vesmés aplikacnich, publikova-
no 117 (Entrez PubMed).

Znafna flexibilita systému pii nalezeni vhodnych
purifikacnich podminek je velkou vyhodou piihledani
biomarker(, ale zaroven se negativn¢ odrazi v mife repro-
dukovatelnosti vysledkl. Strategie vyrobce v tomto sméru
vede k robotizaci a automatizaci celého procesu a to
v rozsahu od pfipravy vlastnich analytickych proteinovych
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¢ipt a pouzivanych reagencii distribuovanych uzivateli, az
po vlastni zpracovani vzorku a ¢ipl, kde nabizi uzivateli
roboticky systém (BioMek 2000). Spolec¢nost Ciphergen
ma velky z4jem na validaci ProteinChip® technologie pro
klinické ucely a podili se na organizaci a provadéni mezi-
laboratornich projekti. Ukazkou muze byt studie hledajici
biomarkery &asného stadia karcinomu ovéria®', na které se
s uspéchem podilelo 5 zdravotnickych instituci. Velké
validacni studie také probihaji v ramci HUPO (,,Human
Proteome Organisation) a mezinarodniho projektu
,»Plasma Proteome Project”, jehoz vysledky zacinaji byt
publikovany®** vesmés s pozitivnimi zavéry.

Zajimavé podnéty k ivaham pak poskytuji prvni pre-
zentované vysledky aplikaci ProteinChip® technologie
v souvislosti s identifikaci novych patologickych biomar-
kerti. V podstaté vSechny nalezené proteinové piky sledo-
vané pro studovany patologicky stav ¢i onemocnéni maji
molekulovou hmotnost v rozmezi 2 az 15 kDa, vétSinou
tedy jde o peptidy ¢i proteinové $t€py nebo malé proteiny.
Otazka specificity biomarkerd neni zatim jasna: naptiklad
apolipoprotein A-II byl identifikovan jako biomarker
,.specificky* pro onemocnéni prostaty**, ale také pro rako-
vinu prsu®. Obecnym problémem téchto studii je relevant-
ni interpretace vysledkl vétSina  studii  konéi
s konstatovanim, ze u dané skupiny pacientli a odpovidaji-
cich kontrol byly nalezeny pro dané onemocnéni specific-
ké proteinové piky, které by mohly byt vyuzity pro dia-
gnostické ucely, a ze ProteinChip® technologie je Gcin-
nym a silnym ndstrojem pro jejich vyhledavani. S timto
konstatovanim se lze ztotoznit do té€ miry, ze jde o relativ-
n¢ novou metodu, kterd pres svoje limitace a uskali ma
potencial poskytnout zasadné nové informace a je rozvojo-
vou alternativou ke stavajicim proteomickym technikdm.
Podari-li se identifikovat specifické proteinové komponen-
ty, je mozné proti nim vyvinout monoklondlni protilatky,
které 1ze pak vyuzit pfi podrobngjsi charakterizaci protei-
novych markerd a pfi vyvoji diagnostickych kita.

Ve spojeni s prvky umélé inteligence, jako jsou inteli-
gentni neuronové sité, dale vzristd moznost vyuziti Pro-
teinChip® technologie ve funkéni a diagnostické proteo-
mice. Piikladem mutize byt jedna z nejnovéjsich publikova-
nych praci, ktera vyuziva spojeni ProteinChip® technolo-
gie a neuronové sité k stanoveni diagnézy hepatocelularni-
ho karcinomu®.

Prace byla podporovina GA CR cislo 301/04/P023,
1GA MZ CR NR8338-3/2005 a VZ MOU (NZO 00209
805). Podékovani patri predevsim firmé AstraZeneca za
prispévek na zakoupeni systéemu SELDI/TOF.
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Development of new array-based technologies en-
abled complex analysis of genome, transcriptome and pro-
teome in health and disease. Its results appear to induce
dramatic changes in cancer research and show the advent
of molecular medicine. Genomic studies are logically ex-
tended by including proteomic studies allowing early de-
tection of pathological malignant processes in tissues and
corresponding changes in serum protein spectrum. The
ProteinChip® technology based on SELDI-TOF mass
spectrometry is a new proteomic technology providing
a quantitative proteomic approach in biomarker studies. Its
principles, application potential and limitations in func-
tional and diagnostic proteomics and molecular medicine
are discussed.



