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Kontinualni systém vysoce vykonného
screeningu s pouzitim planarnich matric
Anotace:

Zpiisob soutasného testovani mnoZstvi vzorkd riznych latek
na jejich zplsobilost zesilovat nebo inhibovat biologicky
proces, zahrnuje

(g) uloZeni malého objemu kaZdého z vice neZ 96 vzorkt
rozdilnych latek v uspoiadani na matrici tak, Ze kazda
jednotliva latka je soustfedéna na své vlastni odliSen¢ misto a
identita kazdé latky miiZe byt urCena z jejiho mista uloZen,
(h) uvedeni této matrice do styku s prvni porézni matrici
obsahujici nebo nesouci rovnomémeé rozptylené zkusebni
dinidlo a umoZnéni, aby &ast 7 kazdé latky difiundovala do
uvedené porézni matrice takovym zplsobem, Ze prostorové
umisténi kazdé difundované latky mdze byt korelovano s
mistem na uvedené matrici, na kterém byla uvedend latka
plivedné uloZena, a

(i) provedeni testu pro stanoven{ zplisobilosti kazdé
difundovang ldtky zesilovat nebo inhibovat uvedeny
biologicky proces pozorovanim interakce kazdé latky s
uvedenym zkudebnim Einidlem,

kde uvedenou matrici je planarmi matrice.
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Kontinudlni systém vysoce vykonného screeningu s pouZitim planarnich matric

Oblast techniky

Kontinualni systém vysoce vykonného screeningu (CF~HTS), pouZivajici nejméng jednu porézni
matrici, ve farmaceutickém primyslu umoZiiuje, aby se prozkoumavalo veliké mnoZstvi chemic-
kych jedinci na Siroky rozsah biologické nebo biochemické iginnosti soudasné. CF-HTS je
mimo to uZite¢ny pti provadéni vicestupiiovych analytickych testd (eseji).

Dosavadni stav technikv

Biochemicke a biologické analytické eseje jsou urdeny k testovani aktivity v Sirokém rozpéti sys-
téml v rozmezi od protein—protein interakci, enzymové katalyzy, vazeb malych molekul na
proteiny aZ do bunéénych funkei. Pfi ,,vysoce vykonném screeningu® (HTS) se tyto druhy analy-
tickych eseji pouzivaji k testovani velikého mnoZstvi chemickych jedinch, aby se odhalily dfive

_neznamé biologické nebo biochemického Ginnosti chemickych entit.

Homogenni versus heterogenni eseje
"

Viechny rlzné druhy biologickych esejii mohou byt rozdéleny do dvou vétsich tiid: homogen-
nich a heterogennich eseji. P¥i homogennich esejich jsou viechny reagenty ptidavany spoleéné a
vysledky ze zméfi nebo interpretuji bez jakékoliv dodateGné manipulace. Napiiklad buiiky pésto-
vané na Petriho misce mohou byt vystaveny chemikalii. Jestlize je chemikalie pro buriky toxicka,
bude pfi prostém pozorovani indikovat toxicitu vyjasfiujici se zona. V jiném piikladé se mohou
pouZit buiiky, jeZ exprimuji protein, ktery méni barvu bun&k. V piipadé bunék exprimujicich f—
galaktosidazu, rostoucich na agaru obsahujicim x—gal, se bufiky vice nebo méné zabarvuji modfe
v zavislosti na tom, kolik B—gal proteinu je exprimovano. Takto se miiZe provést homogenni esej
pro jakykoliv biologicky krok; ktery ovliviiuje expresi reporter genu tak, jako je gen P-galakto-
sidizy. Jesté jiny priklad homogenniho eseje pouZiva substrat, ktery méni barvu nebo fluores-
cenci, kdyZ se zpracuje enzymem. Koneéné technologie jako Amershamovy ,Scintillation
Proximity Assays“ (SPA) méf{ pfimo vazbu radiatn& znatkovaného ligandu na protein nebo
Jakékoliv ligandové substance fixované na perle obsahujici zafié. Vechny z predchézejicich pti-
kladi jsou homogennimi eseji, protoze nevyzaduji jiné kroky neZ pfidani reagenti pred koneénou
detekei, méfenim nebo zdznamem signalu.

~ "Na druhé strang heterogenni eseje vyZaduji nejméng dva kroky, kféré nemohou byt spojeny do

kroku jednoho, protoze jsou do urgitého stupné inherentné nekompatibilni. Mnohé heterogenni
eseje vyzaduji na piiklad ptidavani reagenti podle uritého pofadku (napt. kdyz by nékteré
reagenty interferovaly s dfivéjsimi kroky eseje a jsou viak pozadovéany pro splnéni kroki pozdgj-
Sich). Obecné pfiklady tohoto druhu zahmuji eseje, pii kterych se piidavaji reagenty signalizujici

+ pritb&h, aby neptimo poskytovaly udaj o piitomnosti nebo koncentraci reak&niho produktu. Jiny

obecny krok pii heterogennich esejich je vypiraci stupeii. Casto musi byt v podéteich eseje prida-
van nadbytek Cinidel pro esej a ten je nezbytné pfed nasledujicimi kroky vymyt, aby reakce
mohly probihat bez vysokého signalu pozadi. Na pfiklad u eseje vazby s radiaénim ligandem je
znatkovany ligand nejprve inkubovin s proteinem, ktery je vdzan na pevny povrch, aviak ve
skute€nosti se pouze mala frakce ligandu véze na omezeny polet vazebnych mist proteinu. Po
inkubaci se musi vymyt prebytek nesvazaného ligandu predem, aby mohlo byt provedeno presné
stanoveni vazaného radioaktivniho ligandu. Vymyti lze dosdhnout riiznymi alternativnimi meto-
dami, veetné filtrace, opakovaného promyvani a dekantace, odd&lovani precipitatu a fize a/nebo
centrifugace,

Mnohé biologicke a biochemické procesy mohou byt zkoumany pouze heterogennimi metodami.
Dile, navzdory existenci cest pro adaptaci jinych biologickych a- biochemickych procesti na
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homogenni metody, tyto jiné procesy pracuji pfi heterogennich metodach s efektivnéj$imi
niaklady a/nebo se snadnéji dostupnymi reagenty. Komer&né jsou dostupné rizné metody a soup-
ravy pro homogenni techniky jako SPA (Amersham), fluorescencni polarizace (Jolley a jini) a
tasové rozkladana fluorescence (Packard a jini), aby byly vyjmenovany jen nékteré. UZiti téchto
druhii metod vZdy vyvolava dodateéné naklady a spotiebu ¢asu. Heterogenni metody se pro mno-
ho eseji vice osvédeuji a jsou snadnéj$i pro rychié zavedeni. Z tohoto divodu pokratuje rozsifo-
vani heterogennich metod jako je ELISA, vazba na filtrech, RIA, bun&né eseje s luciferdzou atd.
Nékteré z téchto metod budou detailnéji popsany nize.

Vysoce vykonny screening (HTS) .

Pro vyhledavani kandidatii na lé€iva se farmaceuticky priimys}t po léta stile vice spoléhal na HTS
soubort chemickych slou¢enin. HTS popisuje metodu, kdy se mnohé jednotlivé slougeniny testu-
Ji paralelné tak, ze se velky podet testovanych sloudenin prozkoumava na biologickou aktivitu
simultinn& nebo skoro simultanné. Nejrozditengji pouZivané techniky b&zng vyuzivaji mikro-
titraéni desky s 96 jamkami. V této Gpravé se provadi 96 nezavislych test(i souasné na jednotlivé
8.cm x 12 cm plastové desce, kterd obsahuje 96 jamek pro reakei. Typicky vyZaduji tyto jamky
objemy eseje v rozsahu 50 az 500 pl. Vedle desek jsou komeréné dostupné mnohé néstroje, mate-
ridly, pipetovade, automatické techniky, my¢ky desek a odeéitaée desek vhodné pro 96 jamkovou
upravu pro §irokou fadu homogennich a heterogennich esej.

AZ dosud byly snahy zlepSovat HTS soustfedény na zmen3ovani jamek (miniaturizace). Kdy? je
zmen3ovana velikost jamek, mize se zvySovat pocet jamek na kazdé desce pro uskutednéni vice
paralelnich testi. Ddle se sniZovanim objemi eseje se snizuji naklady na reagenty pro testovani.
Kromé toho, protoze je mozné paralelné provadét testy s mendimi objemy eseje, je také mozné
soucasné testovat vice sloucenin pro vyhleddvani kandidati na léCiva. Az dosud miniaturizace
vyrazné zlepsila 96-ti jamkovou technologii poskytnutim tpravy s 384 jamkami (96 x 4). Viz
Comley a spol., J. Biomol. Screening, sv. 2(3), str. 171-78 (1997). Ve skuteénosti byly publiko-
vany i ipravy s vyS3{ hustotou, vietné Gpravy s 9 600 jamkami. Miniaturizace ma viak neodmys-
litelné naklady a komplikace.

Tyto niklady a komplikace se ptimo vztahuji na tfi primarni sou¢asti miniaturizace screeningové
apravy. Za prvé se musi zvladnout udélani mensich nadobek pro testovani (trubigky, jamky, dil-
ky, atd.). Za druhé se musi zvladnou pfesné rozdélovani viech pro esej potfebnych reagentd do
vice a mendich jamek (zpravidla provadéné pomoci automatickych zafizeni pro kapaliny, kterd
simultanné rozdéluji reagenty do mnoha jamek). Za tfeti se musi zvladnout ,,pfedteni* vysledki

Za danych poZadavki na soub&iné provadéné nezdvislé eseje, kazda slozka urluje dkoly
a omezeni nakolik je miniaturizace vhodné nebo efektivni z hlediska nakladi. Na priklad novéjsi
zmen3eni dprava miZe vyZadovat lplné odlifnou metodu rozdélovani reagentli, nebo vyzaduje
&teci instrument, ktery ma rozliSeni, citlivost a technické provedeni, které jsou s novéjsi zmen-
Senou upravou kompatibilni. KdyZ se zredukuje velikost kazdé jamky, stdva se zpisobilost
vyrobit fadu nadobek, rozdélit reagenty po malych kvantech a precist kazdy vzorek testu, také
kolisani od vzorku ke vzorku kviili nepresnostem tkvicim v rozdélovani malych objemi reagenti
a v zaznamenavani slabsich signald vzorku. Kromé toho jakmile velikost vzorku klesne za uréity
bod, piispéji k v&tSim nékladim a sloZitosti realizace nové&jsi, miniaturizované (pravy i faktory
Jjako je odpafovani a povrchové napéti. Pro zasadni pokrok v HTS technologii si priimysl
touzebné pfeje moZnost ,.esejlt s volnou fipravou” nebo esejd, u nichz nejsou fyzikalni bariéry
mezi vzorky. Ve skuteCnosti nikdo nepopsal pouziti volné upravy pfi HTS se standardnimi
kolekcemi oddélenych slouéenin predpovidané typicky jako testovani malych kapidek v apravé
postradajici jakékoliv jamky.

Sl AFE_ L,
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Kombinatorni screeningové soubory — metody gelové permeace

S néstupem kombinatorni chemie mohou byt na pevnych podkladech (obvykle perlickach) produ-
kovany miliony chemickych entit. PfestoZze 96—ti jamkova uprava byla pouZita k prozkoumavani
souborll na bazi perlitek, je tato Gprava obecné povaZzovana jako neefektivni, protoze (1) kazda
perle nese pouze mald mnoZzstvi chemického jedince: (2) pocet sloucenin, které maji byt testova-
ny je enormné veliky; a (3) s perlickami se nesnadno manipuluje na mikrotitraémich deskach s 96
jamkami,

Aby se vyhnuli problémdm vlastni pfi screeningu kombinatornich souborl v Gpravé s 96 jamka-
mi, uvadéji néktefi pouZiti jednoduchych homogennich eseji, které by mohly byt popséany jako
,»volna uprava”“. Jako ptiklad byl Jayawickremem a spol. v Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), sv. 191,
str. 1614-18 (biezen 1994) publikovan esej pouZivajici pigmentové buiiky (melanocyty) v jedno-
duchém homogennim eseji pro kombinatorni peptidovou sbirku. Autofi umistili do petri misek
buiiky pod agarézu, potom na povrch agaroézy umistili perle, které nesly kombinatorni slouceniny
a potom slouceniny z perel &astené uvolnili. Aktivni sloudeniny byly vidét jako oblasti tmavého
pigmentu, protoZe aktivni slougeniny zplsobily, Ze bufiky ménily barvu, jakmile sloueniny mist-
né difundovaly do matrice gelu.

Jinym recentnim piikladem je prace Daniela Chelsky—ho ,Strategies for Screening Combinatorial
Libraires“ publikovana na First Annual Conference of The Society for Biomolecular Screening
ve Filadelfii, PA (listopad 7-10 1995). Chelsky umistil jednoduchy homogenni enzymovy esgj
pro uhli€itou anhydratu dovniti agarézového gelu tak, aby enzym v gelu zplsobil zménu barvy
gelu. Na to pak byly dovnitf gelu umistény perle nesouci kombinatorni slouéeniny cestou foto-
citlivych spojd a slougeniny byly é4steéné uvolnény UV-svétlem. Sloudeniny, které inhibovaly
enzym byly zaznamenavany jako mistni zény inhibice vykazujici mensi zménu barvy. Konecné
v Molecular Diversity, sv. 2, str. 57-63 (1966) popisuje Salmon a spol. metodu podobnou metodé

* Jayawickreme—ho a spol., pfi niZ jsou kombinatorni soubory prozkoumavany na slouceniny, které

maji cytotoxické (&inky na rakovinové buiky rostouci na agaru.

Viechny tii priklady jsou variace dlouhodobych ‘testi gelovych esejii pro antibakterilni nebo
protirakovinna ¢inidla a jsou také podobné b&Znym imunologickym esejim, pfi kterych se v gelu
zjiSfuji interakee antigen / protilatka. I kdyzZ tyto gelové permeaclni eseje byly velmi vhodné pro
screening kombinatornich soubori na bazi perel, nikdo nepublikoval roziifeni této {ipravy na
heterogenni eseje nebo na soubory, které nejsou na perlach zaloZeny. Konvenéni rozumova tvaha
odrazovala vyzkumniky od testovani vzorkl v kontinualni apravé, ktera by dovolovala smicha-
vani vzorki. Mezi omezenymi druhy publikovanych eseji a zaleZitosti, kdy vzorky byly spoleéné
zkoumany v kontinualni {pravé, byly analyzovany pouze soubory zaloZené na perlach. Diky
témto omezenim vyzkumnici véfili, Ze 96—ti jamkova Gprava byla vhodnéjsi pro heterogenni
screening soubort a nikoliv screening zaloZeny na perlach. Bylo by Zidouci provadét heterogenni
eseje v ramci volné upravy. Bylo by dale Zadouci testovat individualni slou¢eniny v ramci volné
apravy.

Podstata vynélezu

Zde popisovany vynalez, kontinualni Uprava vysoce vykonného screeningu (CF-HTS), GspéSné
uskutecfiuje koncept volné upravy pro kazdy homogenni nebo heterogenni esej, ktery miiZe byt
provadét v 96-ti jamkové ipravé. Vedle toho je CF-HTS rovnéz uziteény k prozkoumavani
kombinatornich souborii pomoci heterogennich eseji a nejen esejii homogennich. Navic dale se
mohou pti CF-HTS analyzovat individualni slouceniny bez nakladd a komplikaci, které jsou
spojeny s miniaturizaci. Obavy tykajic se moZznosti, Ze reagenty a vysledky testovani budou spolu
probihat spolecné béhem nasledujicich kroki se ukazaly jako neopodstatnéné.
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Predmétem vynalezu je zplsob soutasného testovni mnozstvi vzorkil riiznych latek na jejich
zpiisobilost zesilovat nebo inhibovat biologicky proces, zahrnujici

(a) uloZeni malého objemu kazdého z vice neZ 96 vzorkii rozdilnych latek v uspofadani na
matrici tak, 7e kazda jednotliva latka je soustfed&na na své vlasti odliSené misto a iden-
tita kazdé latky miZe byt uréena z jejiho mista uloZeni,

(b) uvedeni této matrice do styku s prvni porézni matrici obsahujici nebo nesouci rovno-
mérné rozptylené zkugebni &inidlo a umoZnéni, aby &ast z kaZdé latky difundovala do
uvedené porézni matrice takovym zpisobem, Ze prostorové umisténi kazdé difundo-
vané latky miize byt korelovéno s mistem na uvedené matrici, na kterém byla uvedena
latka piivodné uloZena, a

(c) provedeni testu (eseje) pro stanoveni zpisobilosti kazdé difundované latky zesilovat
nebo inhibovat uvedeny biologicky proces pozorovanim interakce kazdé latky s uvede-
- nym zku$ebnim Cinidlem,

pfitemz podstata vynalezu spociva v tom, Ze uvedenou matrici je planarni matrice.

Detailni popis vynalezu

Ustiedni ideou CF-HTS je umistit testované vzorky do kontextu s porézni matrici. Metoda
zahmuje umisténi jedné nebo vice sloZek eseje dovnitf, navrch nebo naspod matrice jako je gel,
plastova folie, filtr nebo jiné formy snadno manipulovatelného pevného podkladu. Kdyz se do
porézni matrice zavedou vzorky, difunduji dostateén& pomalu tak, Ze eseje je mozné provadét,
aniz by testované vzorky probihaly spolu. Takto CF-HTS iiprava rozd&luje testované vzorky
difuzi, spide ne# neprichodnou bariérou. Jestlize se nechaji béZet testy pfili$ dlouho, budou
eventualng testované vzorky a vysledky probihat spoleng. Avsak pfi pelivém nalasovani
dovoluje CF-HTS simultanni screening velmi vysoké hustoty slou€enin jest¢ individualng, bez
potieby plnit jednotlivé jamky nebo reakéni jimky rozpoustédly nebo slozkami eseje. K tomu
navic, se v této ipravé mohou manipulaci s matricemi, které nesou reakéni komponenty, provadet
i sloZité heterogenni eseje. Manipulace s matricemi pro heterogenni eseje je zcela bezprecedentni
a &ini CF-HTS ve své schopnosti prozkoumavat Siroky rozsah biclogickych a biochemickych
procesii tak flexibilni jako 96-ti jamkovou upravu. CF-HTS dosahuje déle druhy vyhod
piedpokladanych pro miniaturizaci bez zavaznych nevyhod a mé jedinetné vyhody. CF-HTS

. vyuziva irokou fadu matric a komponent pro eseje. Matrice zahrnuji, ale neomezuji se jen na

gely slozené’ z agardzy, akrylamidu nebo jinych Zelatinéznich materidli, membrany, filtry
a plasty. Matrice mohou byt sloZeny z materidli vietng, ale nejenom, z polystyrenu, polypropy-
lenu, jinych plastl, papirovych vliken, skla, sklenénych vliken, kiemeliny, polykarbonatu, poly-
esteru, polyvinylenchloridu a polyethylenu. Matricemi mohou byt impermeabilni tuhé latky,
porézni tuhé latky jako filtry nebo gely. Slozky eseji zahrnuji, ale neomezuji se jen na makro-
molekuly jako nukleové kyseliny, proteiny a jiné syntetické nebo pfirodni makromolekuly; buii-
ky, lyzaty bungk, biologické extrakty, organely a jiné sloZité biologické entity a smési; a malé
molekuly jako pufry, soli, inhibitory, substraty, peptidy, barviva, nukleotidy, kofaktory, ionty
a rozpoustédia.

CF-HTS esej je escjem, v némz se mnohodetné testované vzorky nebo slouéeniny rozdéluji
difuzi spige nez neprichodnou bariérou. Kritickou slozkou je zavedeni vicetetnych (vice nez 1)
testovacich vzork dovnitf nebo na porézni matrici eseje, kterd pfipadné obsahuje jednu nebo
vice slozek eseje. Porézni matrice eseje, obsahujici komponentu(y) pro esej, se pfipravuji pfida-
vanim, misenim, litim, rozmistovanim nebo namadenim komponent eseje do matrice. Porézni
matrice se pfipravuji také spojovanim, natirAnim, vazbou, fixovanim, napojenim, konjugaci nebo
ptichycovanim komponent eseje do vnitfku nebo na povrch matrice. Mimo to se porézni matrice
pipravuje dale také vytvafenim tenkého filmu roztoku nebo kapaliny na bunééném podkladu,
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enzymu nebo jiné imobilizované sloZce eseje. Porézni matrice pro esej se pouzivaji, aby se kont-
rovalo pofadi a/nebo doba pfidavani komponent a rozsah miseni a difuze, kdyZ se komponenty
eseje kombinuji. CF-HTS miZe vyuZzivat i matrice neporézni. Neporézni matrice pro esej se
pripravuji spojovanim, natirdnim, vizanim, fixovanim, napojenim, konjugaci nebo pfichycova-
nim komponent nebo testovanych vzorki do vnitiku nebo na povrch matrice. PouZiti neporéznich
matric pii CF-HTS fixuje prostorové jednu nebo vice sloZek eseje.

Kdy? se slozky eseje zavedou na povrch matrice, jsou komponenty eseje piipojeny kovalentné
nebo nekovalentng, specifickymi nebo nespecifickymi interakcemi s matricemi, které jsou nederi-
vatizovany, derivatizovany nebo jinak predem upraveny, aby se pfipojeni sloZek eseji usnadnilo.
Slozka eseje je po pfipojeni prostorové fixovina, takZe je pro icely eseje imobilizovana. V tomto
pfipad® bud’ musi byt testované vzorky schopny difundovat matrici, aby dosahly na komponenty
eseje a/nebo subkomponenty nebo produkty eseje musi byt schopny difundovat matrici, aby
doséhly na testované vzorky.

V jednom nebo nékterém z vice ndsledujicich krokid se pouZiva nejméné jedna porézni matrice
obsahujici vzorky testu.

(1) Uvedeni povrchu porézni matrice do kontaktu s nejméné jednou jinou {porézni nebo
neporézni) matrici tak, Ze vzorky a/nebo vice sloZek eseje mohou difundovat pes
rozhrani.

(2) Oddéleni dvou nebo vice matric, aby se zastavila interakce mezi komponentami a/nebo
vzorky.

(3) Uvedeni povrchu dvou nebo vice poréznich matric do kontaktu tak, Ze mohou slozky
eseje interagovat.

(4) Promyti, proplachnuti nebo eluovani matrice kapalnymi pufry nebo jinymi rozpous-
t&dly, aby se odstranily nenavazané a/nebo nespecificky vazané slozky eseje.

(5) Rozdéleni, nalévani, pfidavani nebo namageni slozek eseje v roztoku na matrici nebo
filtrovani uvedenych komponent skrze matrici.

(6) Zobrazeni, pretteni, skenovéni, detekovani nebo jiné zviditelnéni radiometrickych,
fluorescenénich, spektrofotometrickych nebo elektromagnetickych signalii pfitomnych
na nebo v jedné nebo vice matricich.

CF-HTS poskytuje proti diivéj§imu zpisobu mnohé vyhody. Nepfitomnost oddélenych jamek
eliminuje nutnost soutasné a piesné rozdélovat do jamek slozky eseje nebo reagenty. Misto toho
se sloZky eseje rozdéluji a misi homogenni manipulaci dohromady. Vzhledem k tomu, Ze slozky

_eseje se pripravuji pohromadé jako homogenni vzorek nebo jako matrice, existuje minimalni

statistické kolisani od vzorku ke vzorku. Pro srovnéni ptitomnost jamek v 96-ti jamkové praveé
zplisobuje velké statistické kolisani od vzorku ke vzorku.

CF-HTS dale zajistuje pro veliky podet sloudenin screening s mimofadné vysokou Cetnosti.
Dokonce i kdyZ zaznamenavané zasahy ,,probihaji spole¢né™ v omezeném rozsahu, je zapotiebi
pouze znovu otestovat sloueniny, které jsou umistdny blizko zisahu. Tak jestlize bylo 10 000
testovanych vzorkili schopno zredukovat se na 50 kandidati v okoli zviditelnéné oblasti, je pak
snadné zredukovat SO kandidatl na aktivni sloudeninu(y) i pomoci staré technologie s 96-ti
jamkami. :

Rozdélenim a vysu$enim jednotlivych sloudenin na plastovych foliich ve vysoce naplnénych
souborech a potom jejich aplikovanim v CF~HTS, se odstrani vSechny kritické problémy mini-
aturizace. Tato fiprava nevyZaduje pro miniaturizaci inovaci co do plastd nebo jinych materidld,
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protoZe miniaturizace je dosaZeno jednodude omezenim mnoZstvi vzorku, ktery difunduje do
matice. Tato (iprava také nevyZzaduje mikrofluidika pro rozd&lovéni €inidel pro esej, protoze cely
esej probiha v podstaté v ,jedné obii jamce®, kde jsou reagenty a roztoky manipulovany ve vel-
kém mnoZstvi, Rozdélovéani pomoci mikrofluidik vyZaduji pouze testované vzorky. Vedle toho
pifi této Gpravé existuje mnohem méné statistickych vykyvil, protoZe je pouze zapotfebi vyhledat
lokalizované zény heterogenity v jinak homogenni matrici. Nemusi se pfecitat a srovndvat

.mnoho rozdilnych jamek. Vedle toho ke viem pfedpokladanym blahoddrnym strankiam miniaturi-

zace (naklady, vykon, vyuziti reagentl, vyuZiti testovanych slouenin), poskytuje CF-HTS také
prekvapujici vyhody jako je schopnost uskuteénit vétsinu krokil eseje pohromadé.

Usttednim hlediskem CF-HTS je pozorovani, Ze slozky eseje a testované vzorky stranové

nedifunduji rychle ani na rozhranich mezi matricemi. KdyZ se na ptiklad agar6zovy gel umisti na
plastovou desku, objevi se vyrazna kapalina na rozhrani povrchu gelu. Kdyz se vyZaduje inter-

akce mezi slozkou eseje v gelu a slozkou eseje na desce (jako v pitkladu ELISA), je kritické, Ze
komponenta v gelu je schopna difundovat z gelu ven a na desku. Aviak CF-HTS vyZaduje, aby
privodni stranova difuze byla znaéng pomalejdi, takZe interakce na desce je lokalizovana do
blizkosti piivodniho umisténi slozky z gelu. TytéZ principy se tykaji kazdého rozhrani matrice—
matrice mezi gely, filtry nebo povrchy (nebo kazdé jiné matrice) v jakékoliv kombinaci. Pfedsta-
va, e toto difuzni chovéni je kontrolovatelné, a Ze je obecné aplikovatelné na rozhrani vSech
matric, je bezprecedentni a protichiidna konvenénim piedstavam.

Preferovanou metodou zavidéni testovanych vzorkh nebo sloucenin do matrice (jako gelu nebo
navlh&eného filtru) je rozmistovani a suseni malych objemi kaZzdého vzorku na povrchu, jako je
povrch plastové folie, v takovém uspofadani, Ze se dva vzorky nemohou smisit nebo pifekryvat

_akazdy je specificky umistén. Kdyz se plastova folie umisti na matrict, vzorky se rozpusti

a difunduji do matrice v mistech odpovidajicich jejich pfedem definovanym umisténim v poca-
teénim uspofadani.

Alternativnim zpiisobem rozdélovani testovanych vzorki nebo siou¢enin do souboru je rozmisto-
vat vzorky na porézni matrici jako filtr, kde objem kazdého oddéleného vzorku je dostate¢né
nizky, takZe vzorky se uvnitf matrice nepiekryvaji. Po kontaktu s jinou porézni matrici, ktera
obsahuje vice kapaliny, slou¢eniny difunduji, aby nastartovaly esej.

Preferovanou metodou zavadéni kombinatornich slougenin na bazi perel do matrice je rozmist'o-
vani perel nahodné nebo v pravidelném uspofadani na povreh jako je povreh plastové folie. Perle
mohou byt potom zpracovany tak, aby uvolnily (od$tépily) testované sloudeniny, pokud jsou na
perly vazany kovalentng labilnim spojem (v praxi je dobfe znimé fotolytické $tépeni a Sté€peni

~ kyselinou v plynné fazi). Kazda slouenina je pak nekovalentng spojena soblasti obsazenou jeji

pivodni perlou a suché slouéeniny pak mohou byt zavedeny dovniti nebo na povrch matrice.

Alternativnim zpiisobem pro zavedeni jednotlivych sloucenin do matrice je namaceni nebo jiny
zpisob nekovalentniho pfipojeni kazdé slouceniny do nebo na perly. P¥i pouziti tohoto zpusobu
mize byt velké mnoZstvi sloudenin najednou smiseno dohromady s perlami tak, 7e kazda perle
ma na sobé stale jedinou komponentu. Potom muzZe byt smés perel snadno rozprostfena na
povrch pro zavedeni do matrice. Tento postup zcela eliminuje nutnost manipulace s malym obje-
mem kapaliny.

KdyZ pocatetni soubor vzorki zavedenych do matrice pfi CF-HTS zkouméani ma vysokou
hustotu, takZe jednotlivé zony aktivity prostorové pokryvaji podateéni umisténi vice nez jednoho
vzorku, potom je kazdy z téchto vzorkd potencidlnim zdrojem pozorované aktivity. Pfi vy3Sich
pocatednich hustotdch, podle rozmanitosti sloudenin, které budou v jednotlivych zénach
piitomny, bude vice sloudenin kandidaty pro kazdou zénu. Slouéeniny mohou navzajem difundo-
vat, avak budou mit stale svij vlastni prostorovy gradient a nebudou se kvantitativné misit
v Zadném misté. Proto stfed zOny bude stile korelovat s pfesnym umisténim aktivni komponenty
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v podatecnim souboru. V praxi jsou dosti vzacné zasahy, Ze je b&zné opakované testovani mnoha
vzorki, aby se zarucila identifikace aktivnich sloucenin pro kazdou aktivni zénu.

Alternativnim provedenim vynalezu je zavedeni fyzikalni bariéry (tedy v pfisném slova smyslu
provedeni nekontinualni pravy) do matric eseju, aby se omezila vzdalenost, po kterou by mohly
vzorky difundovat. Na piiklad kazdy ze dvou gelll obsahujicich enzym respektive substrat mize
byt pokrajen pletivem (,kraje¢ sudenek™) tak, ze kazdy gel je déle rozélenén na mnoho oddéle-

. nych poloh. Potom se jesté uvedou oba gely do kontaktu tak, aby substrat a enzym mohly spolu

difundovat dovniti kazdého roz€lenéného kousku gelu. Potom se do kazdého roz€lenéného kous-
ku gelu zavedou vzorky tak, aby eseje mohly probihat zcela nezdvisle bez difuze mezi eseji. Toto
provedeni efektivné eliminuje nékteré z vyhod CF-HTS tim, Ze zanasi statistické odchylky mezi
testovanymi vzorky a fixuje objem, a tudiZ omezuje signal u soubori o vysoké hustoté. Ale toto
provedeni bude jedté sklizet dobrodini heterogenniho eseje zalozeného na matrici, pfi némz
komponenty eseje nepotiebuji byt rozdélovany do velikého mnoZstvi paralelnich reakénich nado-
bek a eliminuje ¢astené miseni vzorki.

g ELISA

Enzymem spojované imunosorpéni eseje (ELISA) jsou heterogenni eseje, které detekuji vazbu
mezi ligandy vroztoku a imobilizovanymi receptory. ELISA vyZaduje mnoho krokd miseni
reagentl a vypirdni, které jsou nesnadno proveditelné v 96-ti jamkové (pravé a je mozné pied-
stavit si i vét3i nesndz, kdyzZ se jamky redukuji z 96—ti jamkové tpravy na 384—jamkovou Gpravu.
Autofi vynalezu aplikovali CF-HTS metodu pro detekci inhibice vazby mezi ligandy a imobili-
zovanymi cilovymi receptory (gELISA).

Receptorem je kazda molekula, ktera miZe vazat jinou molekulu. Neomezujicimi piiklady jsou
proteiny, peptidy, nukleové kyseliny, sacharidy a komplexy ptedchozich ptikladi. Receptor je
imobilizovan na jedné z nékolika matric (receptorova matrice} véetng, neomezujici se viak jen na

_ plastové povrchy [napf. petri miska nebo plastova deska (Nunc)], membrany nebo filtry, které

maji vysokou cilovou vazebnou kapacitu [napf. nitroceluléza, nylon nebo PVDF (Millipore,
Corning Costar, Schieicher & Schuell, BioRad) nebo derivatizované membrany jako SAM
membrany (Promega)]. Porézni ligandova matrice (napi. agarézovy gel nebo porézni membréna)
se piipravi tak, Ze se ligand pro imobilizovany receptor rozdéli dovnitf nebo na matrice.
Testované sloudeniny nebo vzorky se rozmistuji pfimo na ligandovou matrici nebo alternativné
na nebo dovnitf matrice pro testované vzorky [napf. polystyren (Tekra)], polyvinyliden (napf. od
Dow Brands) nebo jiné flexibilni plastové folie nebo membrany. Testovand matrice se uvede do

styku s ligandovou matrici a vzorky se nechaji difundovat do ligandové matrice. Po vhodné

inkuba&ni periodé se ligandova matrice uvede do kontaktu s receptorovou matrici a umoZfiuje se,
aby ligand a vzorky prisly do kontaktu a potencialng difuzi reagovaly s receptorem (obrazek 1
vkazuje vazbu imobilizovaného receptoru R na biotinylizovany ligand LB). B&hem inkubace se
budou ligandy vazat na imobilizovany receptor pokud slougenina vzorku neinhibuje vazbu
ligand / receptor. '

Po piisludné inkubadni periodé se receptorova matrice odstrani a promyje vhodnym pufrem, aby

-se odstranil nenavazany nebo nespecificky vazany ligand a vzorky. Receptorova matrice se

potom namo¢i v roztoku obsahujicim reagenty eseje, které budou interagovat s ligandem (napf.
antilatka, avidin nebo streptavidin v piipadé biotinylizovaného ligandu) a schopnymi byt deteko-
vany bud’ pfimo (napk. fluorescenci nebo radioaktivitou) nebo nepiimo [napf. peroxidézou kienu
(HRP), alkalickou fosfatazou (AP) nebo konjugitem [—galaktosiddzy]. (Obrazek 2 ukazuje kon-
jugét avidin-HRP, AHRP, pripojeny na biotinylizované ligandy). Po pfisluin¢ inkubaéni petiodé
se receptorova matrice odstrani zroztoku a promyje se vhodnym pufrem, aby se odstranil
nenavazany nebo nespecificky vazany reagent. V pfipadé primé detekce signdlu se matrice

zobrazi za pouziti vhodné metody ( napf. fotometrickymi skenery, CCD kamerami, filmem,

vyvoldvadi fosforescence nebo piistroji pro detekei scintilace). Nep#mé signaly (napf. HRP nebo
AP) vyzaduji dodate¢nou reakci pro vyvinuti signalu, dosahovanou rozdélenim substrati nebo
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Jjinych nezbytnych reakénich komponent do nebo na porézni substratovou matrici a umisténi této
matrice do kontaktu s matrici receptoru. Enzym (napt. HRP nebo AP) pak reaguje se substritem.,
(Obrazek 3). Alternativné se precipitujici substrat zavede do roztoku namisto do matrice. PFi
kazdé¢ zobrazovaci metod¢ oblasti vazby ligand / receptor budou vytvaret viditelnou reakci, pong-
vadz oblasti, v nichZ byla vazba ligand / receptor inhibovana viditelnou reakei vytvéafet nebude.

Vazba burika / ligand

CF-HTS mize byt rovnéz uzivan pro detekovani inhibice vazby ligand / bunéény receptor. PFi

‘tradiénim eseji se kombinuje testovana slouéenina, radiaéné znackované ligandy a burky, které

exprimuji odpovidajici receptor v nadobce jako je jamka. Potom se poskytne dostateéna doba,
aby se dovolilo receptoru vazat se na ligand, pokud nebyla takova vazba inhibovana testovanymi
slou¢eninami. Jakékoliv z nenavazanych nebo nespecificky vazanych komponent jsou z bunék
odstranény a méfi se mnoZstvi radioaktivity pfipadajici na buiiky. Autofi vynalezu pfizptsobili
CF-HTS metodu pro detekci inhibice vazby ligandi na buiiky. Bunky exprimujici zadany
receptor jsou péstovany nebo navrstveny na matrici (burikova matrice) jako jsou, ale neomezuje
se to jen na ng, gely, filtry nebo membrany [napf. Transwell membrany tkafiovych kultur
(Corning Costar) nebo chemotaxni membrany (Neuroprobe)]. Porézni matrice {napf. agarézovy
gel nebo porézni membrana) se pfipravi tak, Ze se znackovany ligand pro receptor rozdéli na
nebo do matrice (matrice s ligandem). Testované slonceniny se rozdéli pfimo na ligandovou nebo
buiikovou matrici nebo alternativné na nebo do jiné matrice [napt. polystyren (Tekra), poly-
vinyliden nebe jinou plastovou folii nebo membranu; membrana se vzorky]. Membrana se
vzorky se uvede do kontaktu s ligandovou matrici a takto se umozni vzorku difundovat dovnit¥
ligandové matrice. Po pfislusné inkubacni periodé se ligandova matrice uvede do kontaktu s bufi-
kovou matrici, nejlépe na strané matrice bez bunék a umozni se, aby dochazelo ke styku ligandu
a vzorku a difuzi k reakci s receptorem (Obrazek 4). Béhem inkubace se budou znatkované
ligandy vazat na imobilizované buiiky pokud vzorek neinhibuje vazbu ligand / buiika. ‘

Po inkubaci se buiikova matrice oddéli od ligandové matrice a promyje se vhodnym pufrem aby
se odstranil nenavdzany nebo nespecificky vazany ligand a vzorek. Buiikova matrice se zobrazi
za pouZiti vhodné metody (napf. fotometrickymi skenery, CCD kamerami, filmem, fosforografy
nebo pfistroji pro detekcei scintilace). (Obrazek 5 ilustruje vyvolani eseje na film).

Jak je shora ukdzano, CF-HTS dosahuje viech vyhod predpokladanych pro eseje s ,,volnou apra-

- vou“ a miize byt aplikovén pro vSechny riizné druhy biologickych nebo biochemickych esejti, pfi

viech rlznych typech Gprav a se viemi riznymi reagenty a zafizenimi. Vzhledem k Siroké
aplikovatelnosti je nejlépe ilustrovan pomoci nasledujicich prikladi. Av3ak tyto pfiklady ilustruji
preferovana provedeni ptedkiadaného vyndlezu a neomezuji patérnitové naroky 4 specifikace,
Bé&Zzny pracovnik si snadno uvédomuje, ze zmény a modifikace specifickych provedeni mohou
byt provedeny bez odchyleni se od rozsahu a ducha vynalezu. Na viechny citace se zde nakonec
odkazuje.

Pichled obrdzkd na vykresech

Obrizek 1 ukazuje vzorfcy gELISA testu na neporézni matrici stykajici se sjednou stranou
porézni gelové matrice obsahujici reagent eseje, ktera pak se styka s néporézni matrici nesouci
daldi reagent eseje. Obr. 1A zndzoriluje ve vétSim priblizeni oblast oznatenou na obr. 1
»OBR. 1A* a ukazuje imobilizované receptory R vazajici se na biotinylované ligandy L.

"Obrazek 2 ukazuje odstranéni matrice vzorkd gELISA testu a porézni gelové matrice, nasledova-

né promytim a pfidanim kapalnych reagentG nebo roztokl reagenth pro vytvofeni reportniho
komplexu na neporézni matrici reagentu. Oblast oznacena na obr. 2 jako ,,OBR. 2A% zndzoriiuje
ve vEt§im priblizeni rozhrani mezi ligandovymi a receptorovymi matricemi (LM a RM) a ukazuje
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konjugaty avidin—-HRP (AHRP) napojené na biotinylované ligandy L, které pak jsou napojeny
na imobilizované receptory R.

Obrazek 3 ukazuje vizualizaci gELISA eseje spojenim matrice s reportnim komplexem s porézni
gelovou matrici obsahujici reportni substrat. Oblast oznatena na obr. 3 jako ,,OBR. 3A“ znézor-
fiuje ve vétsim priblizeni rozhrani mezi matrici substratu HRP a receptorovou matrici RM a uka-
zuje konjugaty avidin-HRP (AHRP), napojené na biotinylované ligandy L3, které pak jsou napo-
jeny na imobilizované receptory R.

Obrazek 4 ukazuje, jak fe ligandova matrice aplikovana na povrceh filtru protilehly tomu povrchu
filtru, ktery nese buiiky. Oblast oznacena na obr. 4 jako ,,OBR. 4A* znazoriiuje ve vé&t§im ptibli-
Zeni rozhrani mezi matrici znateného ligandu a matrici bunééné monovrstvy a ukazuje uspofada-
ni bunék vzhledem k pérdm filtru a ligandové matrici.

Obrazek S ukazuje, co se mlize vytvofit na povrchu filtru nesouciho bufiky, kdyZ se esej vizuali-
zuje.

Obrazek 6 ukazuje vysledek VanA eseje za pouziti riznych koncentraci znamého na davce

- zavisejiciho inhibitoru.

Obrazek 7 ukazuje vysledek EF-3 eseje za pouziti riiznych koncentraci znamého inhibitoru,
Obrazek 8 ukazuje kontrolni experiment gELISA eseje pro interakci protein—protein.

Obr. 8A znazoriiuje vizualizaci vazby B—uPA/u’PAR na agarozovych ¢tvercich napusténych uve-
denymi koncentracemi B—uPA. Obr. 8B ptedstavuje graf prim&mé hodnoty v pixelech pro kazdy
Ctverec z obr. 8A.

Obrazek 9 ukazuje gELISA vystedek ,.inhibice™ pro interakci protein—protein. Obr. 9A zndzor-
nUJc vysledek experimentu, kde se zabraruje, aby Pro~—uPa vazal B—uPA/uPAR. Obr. 9B znazor-
fiuje vysledky obr. 9A v kvantitativni grafice.

Obrazek 10 ukazuje na davee zavisejici vazbu radiaéné znatené ITAM na imobilizovaném LCK.

Obrazek 11 mapuje hodnoty pixeli proti ITAM koncentraci pro znazornéni typické \}azebné
kiivky vazby ligandu na receptor.

‘Obrazek 12 ukazuje kontrolni experiment pro interakci ligand—'buﬁka u radiaéné znadeného 1L-8.

Obrazek 13 ukazuje ,,inhibici“ interakce ligandu IL-8 s buiikou.
Obrazek 14 ukazuje esej pro inhibitory neuraminidazy.

Obrézek 15 ukazuje simultinni esej 10 080 jednotlivych sloudenin na inhibici neuraminidazy.

Priklady provedeni vynalezu

Piiklad 1

Kolorimetricky dvoustupiiovy gelovy esej pro stanoveni fosfatu generovaného rezistentnim
vankomycin enzymem VanA

p
%
;
:"’-
;




20

25

30

35

40

45

50

CZ 299740 B6

VanA je kliCovym enzymem pfi vankomycinové rezistenci a katalyzuje pfipojeni D-alaninu
k D-alaninu nebo D-alaninu k D-laktatu. Tento enzym se obvykle analyzuje vyvolavanim barvy
z fosfatu, ktery se uvolituje, kdyZ je enzym aktivni (aktivita VanA zpusobuje hydrolyzu ATP na
ADP a fosfat). Védelim je znamo, Zze D—cykloserin inhibuje VanA zpiisobem zavisejicim na
davce, a Ze se tento inhibitor pouZivd jako pozitivni kontrola proti jinym potencionalnim
inhibitoriam. ‘

Gel s enzymem

Gel s enzymem byl pfipraven pfidanim enzymu VanA k roztavené 1% agardze (vysokotajici aga-
réza Gibco BRL) pfi 45 °C v 50 mM HEPES (kyselina N-{2-hydroxyethyl]piperazin—N'—[2—
ethansulfonoval), 20 mM MgCl,, 20 mM KClI, pH 7,3 do kone&né koncentrace VanA 2 uM. Tato
agarova smés byla potom nalita do BioRad aparatu pro formovani gelu a pfi 2 az 8 °C ponechéna
30 minut ztuhnout.

Gel se substratem

Gel se substratem byl pripraven pfidanim ATP, D—alaninu a D-laktatu k roztavené agaroze tak,
aby jednotlivé z komponent mély 1mM, 1,5 mM respektive 1,75 mM a pfipravenim gelu jak bylo
popsano pro gel s enzymem.

Matrice se vzorkem

Rady Iul alikvotnich podili série fedéni 5000, 2000, 1000, 500, 200, 100 pM D—cykloserinu,
znameho inhibitoru pouzitého jako kontrolni vzorek, v | : 1 smési ethanolu a vody, byly rozdile-
ny na kousek polyvinylidenchloridového (PVDC) filmu a 10 minut ponechdny k ususeni.

Inkubace enzymu se substratem v pfitomnosti inhibitoru

Gel senzymem byl na 5 minut uveden do styku s matrici vzorku. Potom byl navrch gelu
s enzymem umistén gel se substratem a ponechan k inkubaci po 15 az 20 minut. Poté byly oba
gely odstranény oddéleny. M4 se za to, Ze se b&hem inkubace, kdy enzym katalyzuje spojeni sub-
stratll, vytvori fosfat v celém gelu s vyjimkou téch zon, v nichZ byl D—cykloserin v dostatedné
koncentraci, aby inhibovat reakci.

Vizualizace eseje

Na gely s enzymem a substratem byla nalita a stejnomérné rozd&lena smés pro detékei fosfatu™

sestavajici z Serstvé pripraveného roztoku 0,15 % Malachitové zelené a 1,4 % molybdenanu
amonného v 1,33 N HCI. Tato &inidla reaguji s fosfatem a jako funkci zvysujicich se koncentraci
fosfatu vyvolavaji stoupajici mérou tmavnouci odstiny zelené. Zbarveni se nechalo vyvolavat po
5-10 minut (Obrazek 6 ukazuje vyvoj zbarveni gelu, kdyZz se mnoZstvi inhibitoru ménilo od
Snanomol do 0,5 nanomol). Zelené zbarvené gely byly fotografovany CCD kamerou
»StrategeneEagle Eye®. Stupefi, pfi némz inhibované zény byly méné zelené, koreloval podle
oCekavani s koncentraci pfidaneho inhibitoru. Proto mize byt tento esej pouZit pro zkournani
inhibitorl VanA pii fazenf kombinatornich perel nebo slougenin rozdélovanych na jakykeliv jiny
povrch, ktery je potom uveden do styku s gelem esegje.

Tento esej také ukazuje, ze upravu gelového screeningu lze pfizplsebit vicestuptiovym reakeim,
Takové provedeni je potfebné, aby tato Uprava byla uzitelnd pro Sirckou fadu esejili, protoze
mnoho esejl vice stupiitl vyzaduje. V tomto piipadé VanA esej je dvoustupfiovym esejem enzy-
mové aktivity nasledovanym vyvolanim zbarveni. Homogenni (jednotlivy stupefi) verze tohoto
eseje nejsou snadno proveditelné, protoze zbarveni vyvolavajici reagenty a podminky interferuji
s aktivitou VanA a jsou tudiz inkompatibilni s jejich doddvanim do agarového gelu. Proto je tedy
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Zadouci prostorové a Casové oddéleni téchto dvou stupiiil, obsahujici nejprve esej gelu s enzy-
mem, nasledovany vyvolanim zbarveni ve fazi roztoku.

Priklad 2

Dvoustupfiovy esej detekce fosfatu generovaného S. cerevisiae. Elongacni faktor aktivity 3
ATPézy stimulovana vazbou ribosomi

Kdyz s ribosomy interaguje fungalni elonganéni faktor 3 (EF-3) stimuluje se aktivita fosfatazy.
Autofi vynalezu aplikovali pro tuto aktivitu CF-HTS. Byl pfipraven gel s enzymem obsahujici
EF-3 (vysoce teplotng citlivy enzym) a kvasinkové ribosomy v pufru EF-3 eseje. Pfipraven byl
také gel substratu obsahujici 1 mM ATP v pufru eseje. Oba gely obsahovaly 2 % dimethylsulf-
oxidu v nizkotajici agaréze (Gibco BRL) a byly piipraveny pii 37 °C a ponechany 30 minut stat
pii 4 °C. Na PVDC film byly natetkovany a vysudeny (matrice se vzorkem) série fed&ni poly—L—
lysinu, inhibitoru EF-3 pouzitého jako kontrolniho vzorku. Potom po predchazejici inkubaci gelu
enzymu s inhibitory na matrici vzorku, byl jako v pfikladé 1 proveden esej. Potom byl gel s enzy-
mem na 20 minut umistén do styku s gelem se substratem. Jako v pfikladu | byly gely s enzy-
mem a substritem obarvovany barvu vyvolavajici smési Malachitové zelené s molybdenanem
amonnym. Gel s enzymem byl potom zobrazen CCD kamerou, Skvrny inhibitoru se objevuji jako
svétlejsi zony v zeleném pozadi. Obrazek 7 ukazuje vyvoj zbarveni na gelu, kde se mnoZstvi
inhibitoru ménilo od 5 pikomol do 200 pikomol. Vysledky ukazuji na davce zavisejici signal
inhibitoru, indikujici, Ze pfi tomto eseji mohou byt prozkoumavany sloudeniny, aby se odhalily
nové EF-3 inhibitory. Pfiklad 2 demonstruje uZite¢nost CF-HTS spolu s komplikovanosti zpiiso-
benou pfitomnosti organel nebo jinych surovych biologickych smési nebo extrakti.

Ptiklad 3
Nepiima gELISA detekce zbarveni inhibitort interakce protein — protein

Jak bylo diskutovano shora, je ELISA obvykle pouzivan k detekei inhibice ligand - receptor, kdy

_ jsou receptory imobilizovany v mikrotitratnich jamkach. Pary ,ligand — receptor” uZivané pti

ELISA mohou obsahovat kazdy par véazajicich se molekul od proteind nebo jinych makromolekul
az do malych molekul. Tyto eseje jsou komplexnimi, vicestupfiovymi eseji, jeZ vyZzaduji
imobilizovani receptoru, inkubovéani receptoru s ligandem, promyti k odstranéni nechténého
nespecificky zadrzovaného ligandu, ktery by jinak mohl zpusobovat vysoky signal pozadi, vazani
zviditehiujicich Cinidel (napf. Specifické protilatky ligandu konjugované s reportnim enzymem)
na ligand vazany k receptoru a generovani viditelného signalu poskytnutim substratu pro reportni
enzym. Je ziejme, ze komplexnost ELISA vedla HTS primys] k zavéru, ze ELISA nemuZe byt
adaptovan pro eseje s volnou upravou. Piesto viak autofi vynalezu adaptovali tento komplexni,
vicestupiiovy esej na CF—HTS ipravu pro analyzu riiznych interakci protein — protein, protein —
ligand a vazeb jinych ligandi.

Aktivator plazminogenu urokindzového typu (uPA) se vdZe na jemu odpovidajici receptor
(uPAR). Interakce uPA / uPAR byla prokdzana pii metastaze riznych typl rakoviny. Autofi
vynalezu adaptovali tradiéni uPA / uPAR ELISA na CF~HTS za pou#iti vy&isténych receptor
a ligandii.

Matrice uPAR
Plastové desky (7.5 cm x 11,5 cm od Nune, Inc. Naperville, IL) byly pies noc pokryty 15 ml
118 nM vycisténého uPAR ve fosfatem pufrované solance (PBS) (Life Technologies, Grand

Island, NY) pfi pH 7,4 a 4 °C. Po pokryti plastovych desek pfes noc byl roztok uPAR dekantovan
a zbyla vazebnd mista na plastové desce byla blokovana piidanim 15 ml PBS, obsahujicimi
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| % (hm./obj.) kaseinu a inkubovéna 2 hodiny pfi teploté mistnosti (RT). Po blokovani byl blo-
kaéni roztok dekantovan a plastova deska byla pétkrat promyta 20 ml praciho pufru sestivajiciho
z 0,05 % Tween 20 (monolaurat polyoxyethensorbitanu) v PBS. Po promyti byla plastova deska
sulena 10 minut pfi RT. Bylo to nadasovano tak, Ze kratce na to mohla byt plastova deska pouzita
v eseji popsaném niZe, aby se zabranilo pfeschnuti matrice, které by mohlo vést ke ztraté aktivity.

Matrice 3 - uPA |

Pro ucely eseje byla pouzivana uPA oznacena biotinem (B—uPa). Gely obsahujici f—uPA byly
pfipraveny namaenim B—uPA do agaru kviili vyhnuti se vysokym teplotam (coZ je opakem liti

. do roztaveného agaru z pfikladi 1 a 2). Agar byl pfipraven nejprve misenim 0,1 g agardzy

(Sigma, St. Louis MO) s 10 ml PBS, zahfatim dokud neroztila a potom odlitim do pfistroje pro
gel 8 x 7x 0,075 em® (Bio-Rad, Hercules, CA). Po ztuhnuti (bud’ pii pokojové teploté nebo 4 °C)
byly gely pfi 4 °C ptes noc namoceny do 15 ml B-uPA (kolem 10nM) v pufru eseje sestavajicim
z PBS, 0,05 % Tween—20 a 0,1 % kaseinu (oboji od Sigma, St. Louis, MO). Rovnou pfed pouzi-
tim by! gel 20 minut su$en pfi RT.

Matrice se vzorkem

Jako kontrolni vzorek inhibitoru B—uPA / uPAR vazby byl za nepfitomnosti zndmého inhibitoru
vazby uPA / uPAR o malé molekule, pouZit nebiotinylovany uPA (Pro—uPA). Pétimikrolitrové
alikvotni podily 0, 0,03, 0,1, 0,3, 1 a 3 uM pro—uPA v pufru eseje byly rozmistény na PVDC film
{Dowbrands L. P., Indianopolis, IN) a 2 h sugeny pfi RT.

Inkubace uPAR s pro—uPa a B—uPA
Matrice se vzorkem byla umisténa na jednu stranu gelu obsahujiciho B—uPA se suchymi tegkami

pro—uPA do styku s povrchem gelu s B—uPA. 10 minut bylo pfi RT ponechano, aby pro-uPA do
gelu difundoval. Na to potom druha strana gelu s B—uPA byla umisténa do plastové desky, aby se

.B—uPA (piisobici jako ligand) a pro—uPA (piisobici jako kompetitivni inhibitor) nechaly interago-

vat s uPAR na povrchu plastové desky. Vazba / kompetitivni reakce byly inkubovéany pfi RT po
20 minut. Po inkubaci byla plastova deska oddélena od gelu a rychle 4krat promyta 20 ml vypira-
ctho pufru. Roztok konjugatu avidin—peroxidaza kenu (avidin—HRP) byl pfipraven roziedénim
avidin—-HRP (Sigma, St. Louis, MO) 1 aZ 25.000 v pufru eseje a p¥idanim 15 ml k plastové desce.

Reakce byla 10 minut inkubovana pfi RT s nasledujicim dekantovanim roztoku avidin—-HRP a .

promytim plastové desky jako nahote. Plastova deska byla 20 minut su3ena.

Avidin se v avidin—HRP véaZe na biotin specificky tak, Ze pouze ty oblasti matrice, kde se projevi

vazba , ligand / receptor”, budou eventuding vykazovat vyvoj zbarveni. Ty oblasti matrice, kde je
vazba ,ligand / receptor” kompetitivng inhibovana uginkem pro—uPA, zbarveni vykazovat nebu-
dou.

Vyvolani zbarveni

Gel pro vyvolini zbarveni obsahujici kolorimetricky HRP substrat (OPD gel) byl piipraven roz-
pudténim dvou tablet hydrochloridu o—fenylendiaminu (OPD) v 7 ml rozpouitédla (oboje
z ,Abbot kit no.6172-30%, Abbot Labs., Abbot Park, IL) a spojenim tohoto roztoku s roztokem
agarozy ziskaném roztavenim 0,1 agarézy v | ml vody. 10 ml vzniklé smési bylo odlito do
miniprotein Il piistroje pro gel 8 x 7 x 0,075 em a 15 minut pfi 4 °C ponechéno ztuhnout. Gel byl
ze sklenénych desek odlévaciho stojanku prenesen na PVDC film nebo flexibilni plastovou folii
apfi RT byl 10 minut ponechdn susit se na vzduchu. Potom byl pfenesen na jiny PVDC film
nebo flexibilni plastovou félii, aby se 10 minut ponechala susit druhd strana. Potom byl OPD gel
umistén na plastovou desku k zahdjeni vyvoje zbarveni. Behem inkubace OPD, v riznych ¢asech,
byla plastova deska umisténa navrch filtru propouitéjiciho pas 440 nm (Omega Optical, Inc.,

-12-

el s el s b e

«_‘v"é'.;ii._- a ..



20

25

30

35

40

45

50

CZ 299740 Bé

Brattleboro, VT), ktery stfidavé byl navrchu difuzni desky s optickymi vlakny osvétlované své-
telnym zdrojem Fiber-Lite (oboje od Dolan—Jenner Industries, Inc., Lawrence, MA). Vznikajici
obrazky byly ziskany CCD kamerou (systém ,,Eagle Eye®, Stratagene, La Jolla CA).

Kontroni pokus

Obrézek 8 ukazuje kontrolni pokus pro ptiklad 3. V obrazku 8A byly étvereky agarozy (1 cm?)
namodceny do roztokii s riznymi f—uPA koncentracemi, jak je naznaeno pod kazdym Ctverec-
kem (s vyjimkou 50 nM roztoku, ktery je oznacen nalevo od étverecku agardzy). Poté, kdyZ byly
CtvereCky agarézy inkubovAny na plastové desce s imobilizovanym uPAR, byly odstranény.
Plastova deska byla potom omyta a oblasti matrice, kde doslo k B—uPA / uPAR vazbé byly
zviditelnény jak je shora popsano. Obrazek 8B ukazuje kiivku primémych hodnot pixell (bez
pozadi) pro kazdy ¢tveredek (jak bylo urCeno analyzou digitdlniho obrazku z digitalni kamery
pomoci software ,,NIH Image Analysis®) proti koncentraci B—uPA v kazdém &tveretku agarézy
v riizném &ase b&hem vyvijeni zbarveni OPD. P—uPA ziskané z agarézového gelu vykazaly
typickou vazebnou kiivku receptor — ligand s piilmaximem vazby (Kd) kolem 3-5 nM, coZ je
konzistentni s publikovanymi hodnotami pro tuto reakci pfi standardni ELISA a jinych esejich,
které tento parametr méfi. Obrazek 8 ukazuje, Ze nepfimy kolorimetricky signal generovany pfi
gELISA je kvantitativné zavisly na rozsahu interakee ligand-receptor.

Vysledky kompetice pro—uPA / B—uPA

Obrazek 9 ukazuje inhibici p-uPA / uPAR vazby pomoci pro—uPA. Skvrny v obrazku 9A vyzna-
¢uji oblasti, kde byla inhibovana B—uPA / uPAR vazba. TudiZ se v té&chto oblastech avidin— HRP
nevazal. V disledku toho HRP se substraty v OPD gelu na generovani vyvoje zbarveni nereago-
val. Obrazek 9B je alternativni cestou zobrazeni dat téhoz CCD obrazku, ktera zvy$uje schopnost
lidského oka vidét kvantitativni titraci.

Pfiklad 4
Pfima radiometricka detekce inhibitori interakce protein — protein
Aktivace T-bungk je soudasti imunitni odezvy téla. Aby nastaly béhem aktivace T-bunék pfipa-

dy v tomto sméru, musi p56lck (LCK protein) interagovat s [TAM oblasti (s imunoglobulinem
souvisejici aktivaéni jednotka na bazi tyrosinu} cytoplazmatickych domén receptoru antigenu T—

" bunék. Slouceniny, které inhibuji tuto interakci protein — protein jsou potencidlnimi imunosupre-

sivy. Autoti vynalezu pouzili CF-HTS pro analyzu této interakce protein — protein, pfi niZ je
LCK imobilizovan na membrané.

LCK matrice

Biotinylovany LCK se imobilizuje na biotin zadrzujici membrané (SAM membrana) (Promega
Corp., Madison, WI) pfelitim prouzku 11 ¢cm x 2 ¢cm 5 ml 3 uM LCK v PBS obsahujicim 5 mM
DTT (dithiothreitol} na 10 minut pfi RT, po ¢emz se pufr odstrani. Je to natasovano tak, aby
SAM membrana mohla byt v niZe popsaném eseji pouZita kratce na to (b&éhem minut). .

ITAM* matrice

Agardzovy gel obsahujici radiaéné znateny ITAM peptid (ITAM*) se pfipravi smisenim 0,1 g
agar6zy s 10 ml pufru, zahfivanim dokud nedojde k roztaveni a potom odlitim do pfistroje pro
gel 8x 7 x 0,075 cm. ITAM* se do findlni koncentrace 10 nM piidava pravé pred odlévanim
nebo alternativné namaéenim po ztuhnuti gelu.
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Matrice se vzorky

Vzorky, které maji byt podrobeny screeningu, se rozdé€li na plastovy povrch nebo PVDC
a vysusi, aby vznikla matrice se vzorky.

Inkubace a vizualizace [TAM*, LCK a testovanych vzorkii

Matrice se vzorky se uvede do styku s jednou stranou gelu s ITAM* tak, Ze testované vzorky
mohou difundovat do gelu s ITAM*. Nato se druha strana gelu s ITAM* uvede do styku se SAM
membranou, na které byl imobilizovan LCK. Po 15— 45minutové inkubaci se SAM membrana
odstrani promyje a zobrazi fosforografem nebo ﬁlmcm lnhibitory interakcc ITAM LCK jsou

v

Kontrolni pokus pro vazbu ITAM* / LCK

Agardzové gely se pfipravi smisenim 0,1 g agardzy s 10 ml pufru, zahfivanim dokud nedojde
k roztaveni a potom odlitim do piistroje pro gel 8 x 7 x 0,075 cm. Po ztuhnuti se z gelu vypichaji
kolecka o primé&ru | cm a pies noc se pti 4 °C namoci do 400 pl pufiu s 0,1, 0,3, 1,3, 10 a 20 aM
ITAM znatkovanym s '*’I (Amersham, Arlington Heights, IL). Gelova kole&ka se potom z roz-
toku vyjmou a ponechaji po 20 minut pfi RT k ususeni. Potom se umisti na LCK — imobilizova-
nou SAM membranu a inkubuje 45 minut péi RT. Gely se odstrani a membrany se étyrlkrat
promyji pufrem. Po vysu3eni se SAM membrany zobrazi pomoci fosforografu.

Obrazek 10 naznatuje na dévce zavisejici vazbu mezi '“I — ITAM a imobilizovanym LCK na
SAM membrang.

Obrazek 11 ukazuje diagram pramémych hodnot pixelii (bez pozadi) pro kazdy 1 — ITAM gel
(jak bylo stanoveno analyzou digitalizovaného obrazu z fosforografu pomoci software
ImageQuant od Molecular Dynamics) proti '“I — ITAM koncentraci v gelovém koledku
"I — ITAM poskytnuty z gelu do imobilizovaného LCK vykazal typlckou vazebnou kfivku
receptor — ligand.

Priklad 5

Esej reportniho genu celych bunék za pouziti Upravy gel / filtr

Ledvinové buiiky, znamé jako HEK buiiky, byly transfikovany plazmidem, ktery obsahuje pro-
motor zdkladni slozky cyklické AMP odezvy (CREB). spojeny s genem luciferazy (reportni gen

luciferazy od Promega). Kdyz jsou transfikované buitky podrobeny piisobeni forskolinu, indukuje
se exprese reportniho genu luciferazy. Potom pak, kdyz se k HEK buiikam p¥ida biologicky pufr,

- obsahujici substrat luciferazy (hmyzi luciferin od Promega) a vhodné kofaktory (20 mM Tricinu

pH 7.8, 0,1 mM EDTA, 33 mM koenzymu A, 0,5 mM adenosin trifosfitu a | mM MgCl,), gene-
ruje se emise fotond, kterd miZe byt pomoci béZné instrumentace detekovana.

Matrice s bunkami

Butiky byly v kulture podrobeny plisobeni trypsinu, pfeneseny do Coming / Costar
TRANSWELL™ membrany (3 mikronovy polykarbonatovy filtr s plastovou prsténcovou podloz-
kou) a pfes noc inkubovany pii 37 °C, 5 % CO; v piitomnosti média pro kultivaci tkané. Potom
bylo médium z membrany odstranéno a filtr, k némuz byly buiiky pfichyceny, byl 15 minut na
vzduchu suden a kratce potom pouZit v nize uvedenych krocich.
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Matrice s vyvolavacem

Gel obsahujici vyvolavaé exprese luciferazy se pripravi pfidanim 12 pl 10 mM vytazku forsko-
linu (Sigma, vytazek v ethanolu) do 6 ml 1% nizkotajiciho agarézového gelu. Gel se pfi teploté
mistnosti ztuZi forskolinem na kone¢nou koncentraci 20 uM.

Matrice se vzorky

Vzorky, které by mohly blokovat indukci forskolinem se rozmisti a su$i na oddélenych mistech
na PVDC s vysokou hustotou. :

Inkubace reagent( a detekce inhibice

Strana PVDC s inhibitorem se inkubuje s gelem obsahujicim vyvolavaé. Pak se gel obsahujici
forskolinovy vyvolavad umisti na bezbuné&&nou stranu matrice s buiikami, pfipravené jak uvedeno
shora. Ty se spolu inkubuji pfi 37 °C a 5 % CO, 20 minut. Potom se gel s forskolinem odstrani
a matrice s buitkami se inkubuje pii 37 °C a 5 % CO; dalsi &tyfi hodiny kvili maximalni expresi
konstruktu luciferazy. K detekci enzymatické aktivity (nebo jeji inhibice), se buitkova matrice
filtru fyzicky odstrani od svého podloZniho prstence a umisti do petri misky. Petri miska se zapla-
vi substratem luciferazy (hmyzi luciferin od Promega) v biologickém pufru s pfisludnymi kofak-
tory, aby se vyvolalo svétlo jako signal. ProtoZe signal je lokalizovan uvnitf imobilizovanych
buné&k exprimujicich luciferazu, vysledkem inhibitord pofate¢niho indukéniho kroku budou zény
s niz8i emisi fotond.

Prikiad 6
CF-HTS gel / filtr pro piimé stanoveni inhibitordl interakci ligand — buiika

Vazba ligand — receptor na povrSich bunék iniciuje v buiikach signélni cesty, které na konci
vedou k funk&nim odezvam (napf. proliferace nebo sekvence biologicky aktivnich substanci). Pro
regulaci biologickych odezev bunék pii chorobnych stavech se asto usiluje o inhibici ligando-
vych vazeb na povrchu bunék. Obecnou metedou pro vyhodnoceni inhibitorl vazby ligand /
bunény receptor je zhodnoceni schopnosti inhibitoru redukovat vazbu mezi pfirodnim, radiaéné
znafenym ligandem a buitkami. To zahrnuje inkubaci bunék s radiaéné znafenym ligandem a
inhibitorem, nasledovanou odstranénim nenavazaného a nespecificky vazaného, radiatné znace-

ného ligandu promytim a pak zm&fenim mnoZstvi vdzané radioaktivity.

[nterleukin-8 (IL-8) je chemotakticky chemicky druh, vyskytujici se pfi zanétech ve vazb& na
receptory na riznych typech bunék. Autofi vynalezu vyvmuh CF-HTS esej ligand — bunény
receptor pro hodnocenti inhibitori této mterakce

Matrice s butikami

HEK buriky (ATCC, Bethesda, MD) exprimujici IL—8 receptor byly nakladeny na membranovy

~ filtr o priméru 75 mm (Corning Costar Corp., Cambridge, MA) s hustotou kolem 20 milionll

bunék na desku. Pro pfichyceni se k membranovému filtru byly ponechany pfes noc v pufru
(RPMI od Life Technologies, Grand [stand, NY) obsahujicim 10 mM Hepes (Sigma, St. Louis,
MO) pti pH 7,2 a 37 °C. Potom, kdyZ byly buiiky pfichyceny na filtr, byla média odstranéna
a buiky byly promyty Cerstvym pufrem, aby se odstranily jakékoliv nepfichycené buiky. Filtry
byly obraceny stranou s burikami dolli a Sikmo natoceny, aby mohl piebytek médii odtéci a pak
byly 20 minut suSeny. Bylo to nafasovano tak, ze matrice s burikami mohla byt bezprostfedné
pouZita v niZe popisovaném eseji.
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Matrice s ligandem

Matrice s ligandem byla ptipravena nasaknutim IL-8 zna¢eného "I (Amersham, Inc., Arlington
Heights, IL) do agarézovéhe gelu vytvofeného smisenim 0,1 g agarézy s 10 ml pufru, zahfivanim
dokud nedojde k roztaveni a potom odlitim do pfistroje pro gel 8 x 7 x 0,075 cm. Gely byiy
namaceny pfes noc pfi RT, za pomalého michani na rotujici desce (New Brunswick Scientific
Co., Inc., Edison, NJ). Po nasaknuti byly gely, pravé pfed pouZitim, suseny 20 minut pfi RT.
Bylo to naCasovano tak, Ze gel mohl byt bezprostfedné pouZit v eseji.

Matrice se vzorky

Radiacné neznaceny IL-8 (Genzyme Corp., Cambridge, MA) byl za nepfitomnosti znamého inhi-
bitoru vazby I1L-8 / bunény receptor pouzit jako kontrolni vzorek inhibitoru pro stedovani inhi-
bice vazby '“[-IL—8 na HEK buiiky. Na plastovou folii jako PVDC bylo rozdéleno po jednom
mikrolitru 0, 0,03, 0,1, 0,3 1,3, 10 a 100 pM IL-8 a suSeno bylo | h ve vakuu pfi RT.

Inkubace

Matrice se vzorkem byla umisténa na jednu stranu matrice s ligandem tak, Ze vysudené tecky
s [L-8 ptichazeji do styku s povrchem gelu. Gel byl otogen, aby se nechala 10 minut pfi RT susit
druh4 strana, a aby mohl inhibitor difundovat do gelu. Nato potom byly gely umistény na tu
stranu matrice s buiikami, kde buiiky nebyly. Pro reakci vzniku vazby se nechalo inkubovat
45 minut pfi RT. Potom byly gely odstranény a strana membréany bez bunék byla 4-krat promyta
pufrem. Membrany se nechaly Oplng vysusit pfedtim, neZ byly odstranény ze své plastové prsten-
cové podlozky. Potom byly membrany zobrazeny bud’ X—paprsky na film nebo fosforografem
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

Obrazek |2 ukazuje odezvu davky pro '”I-IL-8 v agarézovych gelech difundujicich skrze matri-
c1 s buitkami a tvoficich vazbu s HEK burikami exprimujicimi receptor IL—8a. Jak je naznageno,
byly nékteré z agar6zovych &tveretkit o jednom ecm’ nasaknuty roztoky s riznymi koncentracemi
""|-IL-8. Nasledné byly ligandem nasaknuté &tverecky uvedeny do styku s matrici s bufikami
jak je popsano shora. Po inkubaci byly &tverecky z matrice s bufikami odstranény a strana
membrany bez bungk byla promyta pufrem. Pro lokalizaci na buiiky vazaného '*I-IL-8 byl
pouZit fosforograf. Data ukazuji, Ze ptimé radiometrické odegitani pii tomto, na gelu zaloZzeném
escji s bufikami, je kvantitativné zavislé na rozsahu interakce ligand—receptor. Obrazek 12 také
naznaluje, ze vazebné oblasti ziistivaji rozdilné ve tvaru a potvrzuje, ze boéni difuze signalu neni
pfi eseji problémem.

Obrézek 13 ilustruje vysledky pokusu kompetitivni inhibice. Inhibice vazby mezi '*I-1L-8

a HEK buiikami je vyznafena svétlymi skvrnkami. Je také hned ziejmé, Ze inhibice neznatkova-

nym IL-8 je kvantifikovateln€ zavisla na davce. Tato data znaéi, Ze inhibitory, v tomto piipads

ﬂfsedstavované neznackovanym 1L-8, mohou projit matrici s butikami a redukovat vazbu mezi
I-IL-8 a burikami.

Piklad 7

Esej gel — méné funkéni buiiky na filtru

Zmény bun&nych funkci se Casto méfi sledovanim G¢inki testovanych sloudenin nebo vzorki na

- reportni systémy vmanipulované do bungk. Pfiklady zahrnuji pozorovani i¢inku na syntézu

fluoreskujicich intracelulamich proteind jako zeleny fluoreskujici protein (GFP), extracelularni
proteiny jako receptory nebo adhezni molekuly, nebo specifické enzymy jako luciferdzu,
chloramfenikolovou acetyltransferazu, nebo B—galaktosidazu (Promega). Nejprve se s buiikami
inkubuji testované slouceniny. Potom se buiiky ponechaji, aby po vhodnou dobu exprimovaly
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reportni protein (mohou to byt minuty, hodiny nebo dny). Potom se pfimymi metodami (napf.
GFP) nebo neptimymi metodami (napi. ELISA techniky s proteiny vazanymi na membrinu)
analyzuje trovefi reportniho proteinu. Dale, v pfipadé enzymi, miize byt buiika rozruiena, aby se
mohl extrahovat reportni protein a analyzovat enzymova aktivita. P¥i jinych esejich funké&nich
bunék se méfi chovani nebo lokalizace specifickych molekul jako barviv nebo radiaéné znale-
nych metaboliti pfi odezvé na stimulaci receptoru nebo zménach fyziologie bunek jako je
potencial membrany.

ELISA esej méFeni 08inku slouenin na expresi intraceluldrni adhezni molekuly—-1 (ICAM-1)
mize byt pro CF-HTS upraven nasledovné. Endotelovych bungk exprimujicich ICAM-1 bylo
kolem 5.000 bun&k / mm® nakladeno na polykarbonatovou chemotaxni membranu (Neuroprobe).
Buriky byly v médiu inkubovany pfes noc pti 37 °C. Médium bylo odstranéno a membriny se
nechaly Casteéné ususit 10 minut pfi RT. Vzorky nebo slouleniny, které byly testovany na
indukci [CAM—1 byly sufeny na plastovych foliich a uvedeny do styku stou stranou vlhké
membrany, kde nebyly butiky. Slouceniny se ponechaly 1 h pfi 37 °C interagovat s bufikami ve
vlhké komofe a potom byly buiiky smogeny v médiu a inkubovany 5 h pii 37 °C.

Po poskytnuti ¢asu, v némz buriky indukovany protein syntetizovaly, bylo médium z membrdny
odstranéno a buriky byly inkuboviny v pufru obsahujicim anti-ICAM-1- protilatku (Genzyme,
R&D systémy) bud’ nekonjugovanou nebo konjugovanou s fluorescein—izothiokyanatem (FITC)
nebo biotinem. Po 30 minutach inkubace p#i RT byl pufr odstranén a buiiky byly n&kolikrat pro-
myty, aby se odstranil nenavazany anti-ICAM~1. V ptipadé konjugované FITC protilitky byla
membrdna zobrazena za pouziti CCD kamery (Stratagene, Imaging Research) s excitaci pfi
485 nm a emisi pii 520 nm. Sloudeniny, které stimulovaly expresi [CAM—-1 budou rezultovat
v zéné se zvySenou fluorescenci diky vazani FITC—anti-ICAM-1 protilatky. V ptipadé protilatky
konjugované s biotinem se buiiky inkubuji pfi RT 10 minut v pufru obsahujicim avidin-HRP.
Puft se odstrani a nenavézany avidin—-HRP se vymyje. Membrany se potom namoéi do pufru
obsahujlmho substrat precipitujici HPR jako tetrachlorid diaminobenzidinu (Pierce) a pozoruje se
vyvoj zbarveni v mistech, kde podloZené buiiky byly indukovény, aby exprimovaly [CAM-1.

V pfipad€ nekonjugované anti-ICAM-1 protilatky se s buiikami nechd reagovat konjugovana
sekundarni anti-anti-ICAM-1 protilatka a pak nasleduje vyvolani signalu pfistusnym substratem
pro konjugat. Obrazky se snimaji CCD kamerou. V§echny z t¢chto variaci (FITC, avidin-HRP
a anti-anti-ICAM-1) jsou alternativnimi stanovenimi, ktera by méla poskytovat tyté% kvalitativni
vysledky - totiZ vzorky, které ovliviiuji expresi ICAM-1 mohou byt korelovany k zénam zZvyse-

" ného nebo snizeného 51gnalu

Je tfeba poznamenat, Ze matrice pro kontinudlni upravu v tomto prlpade jsou membrany a plastic-

" ka félie. Pro CF-HTS neni gel nezbytny.

Priklad 8
CF-HTS esej jednotlivych slougenin pro inhibici neuraminidazy
Matrice se vzorkem

Sbirka 528 jednotlivych, strukturng pribuznych slouéenin byla testovana pomoci CF-HTS. Pro
fedéni sloucenin z lahviek do 96—jamkovych desek a pro fedéni a transfer slouéenin na plastové
folie byl pouzit Packard Multiprobe MP204 DT. Na za&étku byly slougeniny ziedény ze 40 mM
v DMSO z lahvi¢ek na 4 mM v DMSO do 96—jamkovych desek. Potom byly zfedény ze 4 mM
v DMSO na 200 uM v 50% EtOH / HyO v 96—jamkovych deskach. Tyto vzorky byly v 1ul
duplikitech pfeneseny na plastové folie 8 cm x 8 cm, primémé s 5m rozestupy mezi vzorky
(Bio—Rad kat. ¢. 165 — 2965), pro celkem 192 vzorki na folii. Kazda 1ul tecka tedy obsahovala

piiblizné 200 pmol jednotlivé slougeniny ze sbirky. Jako kontrola byly na kazdou folii blizko -

slouceninam ruéné rozdéleny série fedéni 2,3-dehydro—2—deoxy—N-acetylneuraminové kyseliny
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(DANA), zndmého inhibitoru neuraminidazy (Boehringer Mannheim ¢&. 528544). Folie byly
vysudeny ve vakuové sudarné tak, Ze kazda sloucenina byla vysuSena na svém vlastnim misté na
folii.

Matrice s enzymem

Pied esejem byl enzym chfipkové neuraminidazy 1500krat nafedén z fosfatem pufrované solanky
$ 25 % glyceroln do zkapalnéného agarového gelu sestavajiciho z 1 % agardzy, 50 mM citrdtu
sodného pH 6,0 a 10 mM chloridu vapenatého pti 40 °C. Bylo odlito 8 cm x 8 cm x 0,75 mm
enzymového gelu a ztuZeno sniZenim teploty na 4 °C.

Matrice se substratem

Synteficky substrat chiipkové neuraminiddzy, 2'«(4-methylumbeliferyl}-o—D-N—-acetylneuramt-
nova kyselina (Sigma, kat. ¢. 8636), byl zfedén z 3 mM v DMSO na 30 pM do zkapalnéného
agarového gelu a to bylo odlito podobnym zpiisobem jako je shora popséno pro gel s enzymem.

Inkubace a detekce

Matrice s enzymem byla umisténa na matrici se vzorkem na tu stranu, kde byly usu3eny slouce-
niny, o néz se jedna. Potom byla matrice se substratem naskiadana navrch matrice s enzymem.
Matrice byly inkubovany 30 minut pfi RT. B&hem této doby zhaSeny fluorescencni substrat a
enzym difundovaly spolu mezi dvéma gely, substrdt byl enzymem $t&pen a zpiisoboval vzrist
intenzity fluorescence. Bylo to monitorovano excitaci pti 340 nm a emisi pfi 450 nm. Slouceniny,
které jsou schopny inhibovat aktivitu enzymu, vzrist intenzity fluorescence snizovaly na nejmen-
$i miru. Jak u geli vzrostla ve vét§ing mist intenzita fluorescence, oblasti, které obsahovaly inhi-
bitory enzymu, jeZ difundovaly do gelu z plastové folie, byly vidét jako tmavéj$i mista s nizsi
fluorescenci. To se snadno monitorovalo pomoci CCD kamery s vhodnymi filtry pro kontrolu
vinovych délek emise a excitace. Identita slouenin vykazujicich zony inhibice byla stanovena
podle umisténi zon vzhledem k matrici s inhibitorem. Srovnavanim fluorescence DANA kontroly
se znamymi mnoZstvimi kazdého testovaného inhibitoru, bylo pro kazdou sloueninu provedeno
kvantitativni stanoveni ICsg. , :

Viech 528 sloudenin sbirky bylo testovano dvojmo. Celkovy objem pouzité¢ho gelu s enzymem
byl 33 ml nebo 31,25 pl na test. Dale byly viechny sloudeniny testovany soudasné a podminky
eseje byly ve srovnani s tradiénim 96—jamkovym esejem konstantni. Navic dale, jak ukazuje
obrazek 14, byl esej dostatedné citlivy, aby detekoval inhibitory o sile pouhych 100 pM. ICs

hodnoty nalezéné pro aktivni slouceniny dobfe souhlasi s témi, které byly zjistény pro tytéz ~

slouCeniny pfi nakladnéj$im 96—jamkovém eseji, ktery na test vyzadoval 200 pl. Viz tabulku
»Vysledky kvantitativniho gelového eseje”. Tyto piiklady ukazuji, Ze testovani sloucenin ve
skupinach s vysokou hustotou sniZuje naklady a &as. Na piiklad i mensi redukce rozestupu
slouCenin na 2,5 mm namisto 5mm ma za nasledek ¢tyinasobny vzrlist poétu sloudenin
testovanych v jednotce objemu. U tohoto pokusu by to na testovanou sloudeninu pfineslo sniZeni
objemu pod 10 pl. S reagenty se jedté zachazi pohromadg, bez nutnosti mit zafizeni pro manipu-
laci s malymi objemy kapalin pouZivanych pfi miniaturizovaném screeningu.

Jako priklad sledovany pro demonstraci vyhod této miniaturizace bylo pomoci CF-HTS testova-
no 10 080 jednotlivych slouenin pfi celkovém objemu enzymového gelu 17 ml (méné nez 2 pl
na test). Pro rozmisténi 30 nl kazdého ze vzorki oddélenych po 1 mm byla pouzita ,,Packard
Multipette*. Slouceniny byly rozmistovany v DMSO pfi koncentraci 5 mM tak, Ze pfiblizng
150 pmol kazdé slouceniny bylo naneseno na plast. Jako kontrolni inhibitor byl znovu pouzit
DANA. Vedle obvyklé kontrolni titrace mimo soubor sloucenin, byl uvnité samotného souboru
zahrnut slepy pokus, pfi kterém byly kontrolni vzorky o3etfeny stejné jako 10 080 nezndmych,
kdyZ byly rozmistovany na plast. Jako pfedtim byly folie usuSeny a pouzity v eseji s neuramini-

-18«

JRSNCIPRNE TR AU - AP YN




10

20

25

CZ 299740 B6

dazou. Viech 10 080 vzorki bylo touto metodou soucasné prozkoumano za mené nez jednu
hodinu. Opét nebyla zapotfebi mikrofluidika a/nebo manipulace s malymi objemy kromé okam-
ziku, kdy? byly slou¢eniny na poatku rozmistovany na folii. Extrémné vysoka hustota pfi tomto
eseji neinterferovala s detekei inhibitoru. Navic dale vysoka hustota nekomplikovala identifikaci
aktivnich slougenin i kdyZ fluorescenéni slou¢eniny (snadno pozorovatelné v gelu jako jasnéjii
skvrny) byly v nejbliz8im sousedstvi aktivnich sloudenin. Viz obrazek 15.

Vysledky kvantitativniho geloveho eseje

Vzorek €, | Piblizné max. Ki (uM) z gelts | 1Cso (1M) ZjiStene pi 96-jamkoverreseii
_— — e i "
35 80 | © >100
3% 80 - . 42
37 100 ‘ >100
38 100 ' >100
39| 100 >100
40 40 32
41 100 | >100
42 40 j 50
43 100 >100
4 | >200 | >100
45 100 >100
46 | 100 >100
47 ! 10 S 75
48 100: 1. >100
a9 | 100 3100
50 | © 100 >100

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob soucasného testovani mnozstvi vzorki riznych latek na jejich zplsobilost zesilovat
nebo inhibovat biologicky proces, zahrnujici

(a) uloZeni malého objemu ka2dého z vice neZ 96 vzorkl rozdilnych latek v usporadani na
matrici tak, Ze kaZda jednotliva latka je soustiedéna na své vlasti odlidené misto a iden-
tita kazdé latky miZe byt urena z jejiho mista uloZeni,

(b) uvedeni této matrice do styku s prvni porézni matrici obsahujici nebo nesouci rovno-
mérmé rozptylené zkuZebni ¢inidlo a umoznéni, aby ¢ast z kazdé latky difundovala do
uvedené porézni matrice takovym zplsobem, Ze prostorové umisténi kazdé difundova-

né latky miZe byt korelovdno s mistem na uvedené matrici, na kterém byla uvedena -

latka pdvodné uloZena, a
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(c) provedeni testu pro stanoveni zpuisobilosti kazdé difundované latky zesilovat nebo inhi-
bovat uvedeny biologicky proces pozorovanim interakce kazdé latky s uvedenym zku-
Sebnim ¢imdlem,

vyznalujici se tim, Ze uvedenou matrici je planarni matnce

2. Zplsob podle naroku l,vyznacujici se tim,7Ze zéhmuje dal$i stupen

{b1) uvedeni uvedené prvni porézni matrice do styku s druhou matrici nesouci nebo obsa-
hujici rovnomémé rozptylené druhé zkuSebni &inidlo a umoznéni, aby druhé zkuSebni
ginidlo difundovalo do prvni porézni matrice, nebo umoZznéni, aby kazda latka a prvni
&inidlo difundovaly do druhé matrice, pfidemz se v poslednim piipadé zajisti, Ze difuze
probiha takovym zplisobem, Ze umisténi kazdé litky na druhé matrici miZe byt korelo-
vano s mistem na uvedené planarni- matrici, na kterém byla uvedena latka plivodné
uloZena, a

(d) provedeni stupné (c).

3. Zpisob podle naroku 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, Ze jednim z rovnomérné roz-
ptylenych zkusebnich &inidel je makromolekula.

4. Zphsob podle niroku 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, Ze jednim z rovnomémé roz-
ptylenych zkusebnich &inidel je enzym.

5. Zplisob podle naroku | nebo 2, vyznaéujici se tim, Ze jednim z rovnomérné roz-
ptylenych zkugebnich &inidel je surovy biologicky extrakt.

6. Zpusob podle naroku 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, Ze jednim z rovnomémé roz-
ptylenych zkugebnich &inidel jsou organely.

7. Zpisob podle naroku 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, Ze jednim z rovnomérné roz-
ptylenych zkuSebnich ¢inidel jsou celé buriky.

8. Zplsob podle néroku 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze jednim z rovnomérné roz-
ptylenych zkugebnich ¢inidel jsou celé buiiky nesené na jednom povrchu planérni porézni matri-
ce.

9. Zphsob podle naroku 8 vyznadujici se tim,Ze se uvedend interakce zaznamenava

stykem uvedené porézni matrice s roztokem nebo’ kapalnou suspenzi ¢inidla nebo porézni tatrice -

obsahujici &inidlo, které v jednom i ve druhém ptipadé napoméha zviditelnéni proteinu, jehoZ
exprese v uvedenych celych buiikich je biologickym procesem, ktery je hodnocen.

10. Zpisob podle naroku 2, vyznadujiei se tim, Ze prvnim zkuSebnim inidlem je
znadeny ligand a druhym zku3ebnim &inidlem je imobilizovany receptor pro uvedeny ligand.

11. Zpiisob podle naroku 10,vyznaujici se tim, Ze se druha planirni matrice vymyva
pro odstranéni veskerého znadeného ligandu, ktery difundoval na nebo do uvedené druhé planar-
ni matrice, ale nenavazal se na uvedeny imobilizovany receptor.

12. Zpisob podle naroku 11, vyznadujici se tim, Ze se uvedend druhd matrice uvede
do styku s roztokem nebo kapalnou suspenzi ¢inidla nebo porézni matrice obsahujici inidlo,

které v jednom i druhém pFipad8 napomaha pii vizualizaci znateného ligandu, neodstranéného ve
vymyvacim stupni.

19 vykresh

-20-

o b D S R T




CZ 299740 B6

B

L ¥80 | WZHOLdI03Y S 0LVA

4

W3ANYSIT S DLV

S
B

A MK BN T M < I TP - B
G0 65" 08 85 O 8o S
66 0,° 5888 68 8o~ 7 . : ..w.w‘.wu.%a@o.@e%@..%@%@@%hﬁ@‘
/% 25 95 20206 20 59 5 so0 0% 008 Jo0 G
e%eg%0 0% § N . O 5o 00O e e .
oo 5%6050%0 Y00 S,® P 00052070502°60 0980
‘. ‘ e. \e.@.. _@weﬁ

V. "990 ./, o

7 1" - - 2l 15 Q . o oo o¥ce " /
a0 emn%mw.owa%@w._@_,ﬁm S/ y S
%0 0% %o c®%0%e 005" —F

WINHOZA 3S IORILYIN

-21-



CZ 299740 Bé

-22 -




CL 297740 Bb

V2 HEO

4 uoao A~

oce ooooeeooo
\Baog oooona X
\\o oon @ oaooo

0 292

oooo
ﬁ
aano.

-23.




€ "¥E0

TR

O
el
2
=
R
N
N
o]

- g

\\ . WILYN1SENS 38 FORILYW HdH

VEHEO —|

Sy

.24 .




CL 299790 Bo

-25 -



CL Z99/40 Bo6

AHTTIHERSR |~ arR 44

,
‘E:&g‘-;‘ oy
LTI

_ 'MATRIGE SE VZORKEM
OBR. 4

72

< ‘33 az
& ; ‘
| ".!.-{

MATRICE SE ZNACKOVANYM LIGANDEM

MATRICE '§ MONOVRSTVOU BUNEK

-26-



CZ 299740 B6

\ ¢ GEL § LIGANDEM

~~ FILTR

OBR. 4A

-27-







CZ IYY/40 Bo

0.5 nmol

1 nrriol

OBR. 6

2 nmiol:

[
i
5 nmol

-29.




CZ 299740 B6

200 §

50
25

10

Spmol
P~f—-Lys g8

OBR.7

PRNER R L S S P X N

=30 -




CZ 299740 B6

OBR. 8A

-31 -




CZ 299740 Bé6

R e
NIN 8F < =@ ..

ERESs a Sih

(W) van-q
oob o oo

byg-say

-12-




CZ 299740 Bé

G0

st

jowd vdn-oid |owd

-33-




CzZ 299740 B6

[FAM*
(aM)

0.1
0.3
10
3.0
10

20

=134 -




CZ 2997440 B6

00l

ok

TR T DEETEROL TAT TR

(g}
0l

L1 880

E(.—uu - _mN—

i

()
oog
{~000¢
1 00a
0002
l-00sz
Logog

d
A
ﬂﬂ
=
m

(iaxid ALONGOH. 3N

&

-35.-




CZ 299740 B6

1 nM+ 300 nM Reznatkovany IL-8

=136 -



CZ 299740 B6

-37 -




CZ 299740 Bé6 4

katu

Vzorek 47
v dup

DANA

10
5
0
4 100
‘ 250
pmcl

-38.




CZ 299740 B6

NHIOZA
AlonuoH

yesez —

bl
i

EIRNTTe

N

-

0€e}l} JUIO[UOK.

u

Buluagnols
QUS0s810N}4

Konec dokumentu

-390 .




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

