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Kontinudlna uprava vysokovykonného skriningu (CF-HTS)
vyuZivajica najmenej jednu poréznu matricu umoziiuje vo
farmaceutickom priemysle, aby sa sfi¢asne preskiimavalo
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toho uzitoény pri uskuto¢riovani viacstupfiovych analytic-
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Oblast’ techniky

Kontinualna viprava vysokovykonného skriningu (CF-HTS), pouZivajica najmenej jednu poréznu matri-
cu, vo farmaceutickom priemysle umoziuje, aby sa skimalo velké mnozZstvo chemickych entit sucasne na §i-
roky rozsah biologickej alebo biochemickej ucinnosti. CF-HTS je okrem toho uZitoény pri uskutoéfiovani
viacstupfiovych analytickych testov.

Doterajsi stav techniky

Biochemické a biologické analytické testy s urené na testovanie aktivity v Sirokom rozpiti systémov v
rozmedzi od interakcii protein-protein, enzymovej katalyzy, vizieb malych molekil na proteiny az do bun-
kovych funkcii. Pri ,,vysokovykonnom skriningu® (HTS) sa tieto druhy analytickych testov pouZivaju na tes-
tovanie velkého mnoZstva chemickych entit, aby sa zistili predtym neznidme biologické alebo biochemické
ucinnosti chemickych entit.

Homogeénne verzus heterogénne testy

Vsetky rozne druhy biologickych testov mozu byt rozdelené do dvoch vaésich tried: homogénnych a he-
terogénnych testov. Pri homogénnych testoch sa vietky reagenty pridavané spoloéne a vysledky sa zmeraju
alebo interpretuju bez akejkol'vek dodato¢nej manipuldcie. Napriklad na Petriho miske mozu byt rastice
bunky vystavené chemikalii. Ak je chemikalia pre bunky toxicka, bude pri jednoduchom pozorovani indiko-
vat’ toxicitu, vyjasiujuca sa zéna. V inom priklade sa moéZu pouzit’ bunky, ktoré exprimuju protein, ktory
meni farbu buniek. V pripade buniek exprimujucich B-galaktosidazu, rasticich na agare obsahujucom x-gal,
sa bunky viac alebo menej zafarbuju modro v zavislosti od inych biologickych a biochemickych procesov na
homogénne metddy, tieto iné procesy pracuju pri heterogénnych metddach s efektivnej$imi ndkladmi a/alebo
s T'ah3ie dostupnymi reagentmi. Komercne su dostupné rézne metody a supravy na homogénne techniky, ako
SPA (Amersham), fluorescenéné polarizacie (Jolley a ini) a ¢asovo rozkladana fluorescencia (Packard a ini),
aby boli vymenované len niektoré. PouZitie tychto druhov metdd vzdy vyvolava dodatocné naklady a spotre-
bu ¢asu. Heterogénne metddy sa pre mnoho testov viac osved&ujui a st Pahsie pre rychle zavedenie. Z tychto
dovodov pokracuje rozsirovanie heterogénnych metdd, ako je ELISA, vizba na filtroch, RIA, bunkové testy s
luciferazou atd’. Niektoré z tychto metdd budu detailnejdie opisané.

Vysokovykonny skrining (HTS)

Na vyhl'adavanie kandidatov na lie€iva sa farmaceuticky priemysel po dlhy ¢as stale viac spolichal na
HTS kniZnice chemickych zlicenin. HTS opisuje metddu, kde sa mnohé jednotlivé zli¢eniny testuji paralel-
ne tak, Ze sa velky pocet testovanych zlucenin skima na biologicka aktivitu simultanne alebo skoro simul-
tanne. Najroz$irenejSie pouzivané techniky beZne vyuZivaju mikrotitraéné platne s 96 jamkami. V tejto tpra-
ve sa vykonava 96 nezavislych testov sucasne na jednotlivej 8 cm x 12 cm plastovej platni, ktora obsahuje 96
jamiek na reakciu. Typicky vyZadujui tieto jamky objemy testu v rozsahu 50 az 500 ml. Okrem platni su ko-
mer¢ne dostupné mnohé nastroje, materialy, pipetovace, automatické techniky, umyvacky platni a odpocitace
platni vhodné pre 96 jamkovi upravu pre iroky rad homogénnych a heterogénnych testov.

Az dosial boli snahy zlepSovat' HTS sistredené na zmensovanie jamiek (miniaturizacia). Ked je zmengo-
vana velkost’ jamiek, moze sa zvySovat' polet jamiek na kazdej platni na uskutoénenie viac paralelnych tes-
tov. Dalej sa znizovanim objemov testu znizujii naklady na reagenty na testovanie. Okrem toho, pretoZe je
mozné paralelne vykonavat testy s menSimi objemami testu, je tieZ mozné sucasne testovat’ viac zhic¢enin na
vyhladavanie kandidatov na lie¢iva. Az dosial’ miniaturizicia vyrazne zlep$ila 96 jamkovi technologiu po-
skytnutim upravy s 384 jamkami (96 x 4). Pozri Comley a spol., J. Biomol. Screenine. sv. 2(3), str. 171-78
(1997). V skutoénosti boli publikované aj upravy s vy$iou hustotou, vratane upravy s 9600 jamkami. Minia-
turizacia ma v8ak neodmysliteI'né naklady a komplikacie.

Tieto naklady a komplikacie sa priamo vztahuju na tri primarne sucasti miniaturizacie skriningovej ipra-
vy. Po prvé sa musi zvladnut realizacia mensich nadobiek na testovanie (trubicky, jamky atd’). Po druhé sa
musi zvladnut’ presné rozdel'ovanie vietkych na test potrebnych reagentov do viac a mensich jamoék (spravid-
la uskutoCiiované pomocou automatickych zariadeni na kvapaliny, ktoré simultinne rozdeluju reagenty do
mnohych jamiek). Po tretie sa musi zvladnut’ ,,pre¢itanie” vysledkov testov v sibore s vysokou hustotou.

Za danych poZiadaviek na subeZne uskutoéfiované nezavislé testy, kazda zlozka urcuje tlohy a obmedze-
nia, nakol'ko je miniaturizicia vhodna alebo efektivna z hl'adiska nakladov. Napriklad novSia zmenSena tpra-
va méZe vyZadovat' plne odli$ni metddu rozdel'ovania reagentov, alebo vyzaduje &itaci in§trument, ktory
ma rozlidenie, citlivost’ a technické uskutoénenie, ktoré si s noviou zmenSenou upravou kompatibilné. Ked'
sa zredukuje velkost kazdej jamky, stdva sa sposobilost’ vyrobit’ rad nadobiek, rozdelit’ reagenty po malych
kvantach a precitat’ kazdu vzorku testu, tiez problematickou, ¢asovo naro¢nou a nakladnou. Mensia velkost’
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vzorky d'alej tieZ zvySuje §tatistické kolisanie od vzorky ku vzorke kvoli nepresnostiam spoéivajucim v roz-
delovani malych objemov reagentov a v zaznamenavani slabich signalov vzorky. Okrem toho sotva vel'kost
vzorky klesne za ur€ity bod, prispievaji k va¢$im nakladom a zloZitosti realizacie novSie, miniaturizované
upravy i faktory, ako je odparovanie a povrchové napitie. Na zasadny pokrok v HTS technolégii si priemysel
vyZaduje moZnost’ ,testov s volnou upravou* alebo testov, v ktorych nie st fyzikalne bariéry medzi vzorka-
mi. V skutocnosti nikto neopisal pouZitie volnej upravy pri HTS so §tandardnymi kolekciami oddelenych
zlicenin predpovedané typicky ako testovanie malych kvapiek v tprave, v ktorej chybajii akékol'vek jamky.

Kombinatorne skriningové subory - metddy gélovej permeacie

S nastupom kombinatornej chémie méZu byt’ na pevnych podkladoch (obvykle perlickach) produkova-
nych miliény chemickych entit. Aj ked’ 96 jamkova Viprava bola pouZita na preskiimavanie suborov na béze
perliciek, je tito Uprava vSeobecne povaZovana ako neefektivna, pretoze (1) kaZda perla nesie iba malé
mnozstvo chemickej entity; (2) pocet zlucenin, ktoré maju byt testované je enormne velky; a (3) s perli¢kami
sa komplikovane manipuluje na mikrotitraénych platnach s 96 jamkami.

Aby sa vyhli problémom vlastnym pri skriningu kombinatémych siborov v uprave s 96 jamkami, uva-
dzaju niektori pouZitie jednoduchych homogénnych testov, ktoré by mohli byt' opisané ako ,,vol'na uprava“.
Ako priklad bol Jayawickremom a spol. v Proc. Nat'l Acad. Sci. (USA), sv. 191. str. 1614-18 (marec 1994)
publikovany test pouZivajici pigmentové bunky (melanocyty) v jednoduchom homogénnom teste pre kom-
binatérnu peptidovii zbierku. Autori umiestnili do petriho misiek bunky pod agar6zu, potom na povrch aga-
rézy umiestnili perly, ktoré niesli kombinatorne zluceniny a potom zliGeniny z peral &iastocne uvolnili. Ak-
tivne zliceniny bolo vidiet' ako oblasti tmavého pigmentu, pretoZe aktivne zliéeniny spdsobili, Ze bunky me-
nili farbu, len ¢o zluceniny miestne difundovali do matrice gélu.

Inym recentnym prikladom je praca Daniela Chelsky-ho ,,Strategies for Screening Combinatorial Libra-
ries* publikovana na First Annual Conference of The Society for Biomolecular Screening vo Filadelfii, P A
(november 7-10 1995). Chelsky umiestnil jednoduchy homogénny enzymovy test na uhli¢iti anhydrazu do-
vniitra agarézového gélu tak, aby enzym v géli sposobil zmenu farby gélu. Na to potom boli dovnutra gélu
umiestnené perly nestice kombinatérne zliceniny cestou fotocitlivych spojov a zliceniny boli Eiastocne
uvolnené UV-svetlom. Zliceniny, ktoré inhibovali enzym, boli zaznamenavané ako miestne zony inhibicie
majuice mensiu zmenu farby. Konecne v Molecular Diversity. sv. 2, str. 57-63 (1966) opisuje Salmon a spol.
metédu podobnii metdde Jayawickreme-ho a spol., pri ktorej sit kombinatérne subory skimané na zluceniny,
ktoré maju cytotoxické ucinky na rakovinové bunky rastiice na agare.

VSetky tri priklady su variacie dlhodobych gélovych testov na antibakteridlne alebo protirakovinové &i-
nidlé a su také podobné beZnym imunologickym testom, pri ktorych sa v géli zistuju interakcie antigén/pro-
tilitka. Aj ked tieto gélové permeacné testy boli vel'mi vhodné na skrining kombinatérnych siborov na baze
perdl, nikto nepublikoval roziirenie tejto tpravy na heterogénne testy alebo na stbory, ktoré nie si na perlach
zaloZené. Konvenéna rozumova uvaha odrad'ovala vyskumnikov od testovania vzoriek v kontinualnej pra-
ve, ktord by dovolovala zmieSavanie vzorick. Medzi obmedzenymi druhmi publikovanych testov a zaleZitos-
tiach, kde vzorky boli spolotne skiimané v kontinudlnej uprave, boli analyzované iba sibory zaloZené na per-
lach. Vd'aka tymto obmedzeniam vyskumnici verili, Ze 96 jamkova tprava bola vhodnejsia na heterogénny
skrining siborov a nie skrining zaloZeny na perlach. Bolo by Ziaduce vykonavat’ heterogénne testy v ramci
vol'nej Upravy. Bolo by dalej Ziaduce testovat’ individualne zhi¢eniny v ramci volnej Gipravy.

Podstata vynalezu

Tu opisovany vynalez, kontinuélna uprava vysokovykonného skriningu (CF-HTS), tspesne uskutoliiuje
koncept voInej lipravy pre kazdy homogénny alebo heterogénny test, ktory mézZe byt uskutodfiovany v 96
jamkovej uprave. Okrem toho je CF-HTS takisto uZitoény na preskimavanie kombinatérnych siborov po-
mocou heterogénnych testov a nielen testov homogénnych. Navy3e d’alej sa mbzu pri CF-HTS analyzovat
individualne zliceniny bez nikladov a komplikacii, ktoré st spojené s miniaturiziciou. Obavy tykajice sa
moznosti, Ze reagenty a vysledky testovania budu spolu prebichat’ spolo¢ne podas nasledujicich krokov, sa
ukazali ako neopodstatnené.

Jedno z uskutoéneni vynalezu sa tyka spésobu st¢asného testovania mnozstva vzoriek réznych latok na
ich sposobilost’ zosiltiovat alebo inhibovat’ biologicky proces, zahriiajici
(a) uloZenie malého objemu kaZdej z viac nez 96 vzoriek rozdielnych latok v usporiadani na matricu tak, Ze
kazda jednotliva latka je sustredena na svoje vlastné odliSené miesto a identita kazdej latky méoZe byt uréena
z jej miesta uloZenia;

(b) uvedenie tejto matrice do styku s prvou poréznou matricou obsahujicou alebo nesiicou rovnomerne roz-
ptylené prvé skusobné Cinidlo a umozZnenie, aby Cast’ z kaZdej latky difundovala do uvedenej poréznej matri-
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ce takym spdsobom, Ze priestorové umiestnenie kazdej difundovanej latky méZe byt' korelované s miestom
na uvedenej matrici, na ktorom bola uvedena latka pévodne uloZena, a
(c) uskutodnenie testu na stanovenie schopnosti kazdej difundovanej latky zosilfiovat’ alebo inhibovat uve-
deny biologicky proces pozorovanim interakcie kaZdej latky s uvedenym skiSobnym cinidlom,
pri¢om uvedena matrica je planarna matrica.

Iné uskutoénenie sa tyka uvedeného spdsobu, ktory dalej zahriia stupeii
(b1) uvedenia uvedenej prvej poréznej matrice do styku s druhou matricou nesticou alebo obsahujiicou druhé
rovnomerne rozptylené skiSobné ¢inidlo a umozZnenia, aby druhé skaobné &inidlo difundovalo do prvej po-
réznej matrice, alebo umozZnenia, aby kazda latka a prvé Cinidlo difundovali do druhej matrice, pricom sa v
poslednom uvedenom pripade zaisti, aby difizia prebiehala tak, Ze priestorové umiestnenie kazdej latky v
druhej matrici mdZe byt korelované s miestom na uvedenej planarnej matrici, na ktorom bola uvedend latka
povodne uloZena, a
(c1) uskutoénenia stupiia (c).

Podrobny opis vynélezu

Ustrednou myslienkou CF-HTS je umiestnit’ testované vzorky do kontextu s poréznou matricou. Mctéda
zahrnuje umiestnenie jednej alebo viacerych zloZiek testu dovnutra, navrch alebo naspodok matrice, ako je
gél, plastova folia, filter alebo iné formy I'ahko manipulovatelného pevného podkiadu. Ked sa do poréznej
matrice zavedi vzorky, difunduju dostatoéne pomaly tak, Ze testy je mozZné vykonavat’ bez toho, aby testova-
né vzorky prebiehali spolu. Takto CF-HTS tprava rozdel'uje testované vzorky difuziou, skdr neZ nepriechod-
nou bariérou. Ak sa nechaji beZat' testy prili§ dlho, budi eventualne testované vzorky a vysledky prebiehat
spolo¢ne. Ale pri dokladnom nacasovani dovoluje CF-HTS simultanny skrining vel'mi vysokej hustoty zlu-
genin edte individudlne, bez potreby plnit’ jednotlivé jamky alebo reakéné nadoby rozptstadlami alebo zloz-
kami testu. K tomu navy3e sa v tejto iprave moéZu manipulaciou s matricami, ktoré nie si reakéné kompo-
nenty, vykonavat aj zloZité heterogénne testy. Manipulacia s matricami na heterogénne testy je uplne bezpre-
cedentné a robi CE-HTS vo svojej schopnosti preskimavat Siroky rozsah biologickych a biochemickych pro-
cesov tak flexibilny ako 96 jamkovu upravu. CF-HTS dosahuje d’alej druhy vyhod predpokladanych pre mi-
niaturizaciu, bez zavaznych nevyhod a ma jedineéné vyhody. CF-HTS vyuziva Siroky rad matric a kompo-
nent pre testy. Matrice zahrnuju, ale neobmedzuju sa len na gély zloZené z agardzy, akrylamidu alebo inych
Zelatinbznych materidlov, membrany, filtre a plasty. Matrice mozu byt zloZené z materialov vrétane, ale nie-
len, z polystyrénu, polypropylénu, inych plastov, papierovych vlakien, skla, sklenenych vlékien, kremeliny,
polykarbondtu, polyesteru, polyvinylidénchloridu a polyetylénu. Matricami méZu byt impermeabilné tuhé
latky, porézne tuhé latky ako filtre alebo gély. Zlozky testov zahrnuju, ale neobmedzuju sa len na makromo-
lekuly ako nukleové kyseliny, proteiny a iné syntetické alebo prirodné makromolekuly; bunky, lyzaty buniek,
biologické extrakty, organely a iné zloZité biologické entity a zmesi; a malé molekuly ako pufry, soli, inhibi-
tory, substraty, peptidy, farbiva, nukleotidy, kofaktory, i6ny a rozpustadla.

CF-HTS test je testom, v ktorom sa mnchopodetné testované vzorky alebo zluceniny rozdeluju difiiziou
skor nez nepriechodnou bariérou. Kritickou zloZkou je zavedenie viacpoCetnych (viac nez 1) testovacich vzo-
riek dovmiitra alebo na poréznu matricu testu, ktora pripadne obsahuje jednu alebo viac zloZiek testu. Porézne
matrice testu, obsahujiice komponent(y) na test, sa pripravuju pridavanim, mieSanim, liatim, rozmiestovanim
alebo namacanim komponentov testu do matrice. Porézne matrice sa pripravuju tieZ spojovanim, natieranim,
vizbou, fixovanim, napojenim, konjugéciou alebo prichycovanim komponentov testu dovnutra alebo na po-
vrch matrice. Okrem toho sa porézna matrica pripravuje dalej tieZ vytvaranim tenkého filmu roztoku alebo
kvapaliny na bunkovom podklade, enzymu alebo inej imobilizovanej zlozke testu. Porézne matrice na test sa
pouZivaju, aby sa kontrolovalo poradie a/alebo ¢as pridavania komponentu a rozsah mieania a difiizie, ked
sa komponenty testu kombinuji. CF-HTS moZe vyuZivat’ aj matrice neporézne. Neporézne matrice na test sa
pripravuji spojovanim, natieranim, viazanim, fixovanim, napojenim, konjugiciou alebo prichycovanim
komponentov alebo testovanych vzoriek do vnitrajika alebo na povrch matrice. PouZitie neporéznych matric
pri CF-HTS fixuje priestorovo jednu alebo viac zloZiek testu.

Ked sa zlozky testu zavedi na povrch matrice, sit komponenty testu pripojené kovalentne alebo nekova-
lentne, 3pecifickymi alebo neSpecifickymi interakciami s matricami, ktoré su nederivatizované, derivatizova-
né alebo inak vopred upravené, aby sa pripojenie zloZiek testu ulah¢ilo. Zlozka testu je po pripojeni priesto-
rovo fixovana, takZe je na Gdely testu imobilizovand. V tomto pripade bud’ musia byt testované vzorky
schopné difundovat’ matricu, aby dosiahli na komponenty testu a/alebo subkomponenty, alebo produkty testu
musia byt’ schopné difundovat’ matricou, aby dosiahli na testované vzorky.

V jednom alebo niektorom z viac nasledujicich krokov sa pouZiva najmene;j jedna porézna matrica obsa-
hujuica vzorky testu.

(1) Uvedenie povichu poréznej matrice do kontaktu s najmenej jednou inou (poréznou alebo neporéznou)
matricou tak, e vzorky a/alebo viac zloziek testu mdzu difundovat’ cez rozhranie.
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(2) Oddelenie dvoch alebo viac matric, aby sa zastavila interakcia medzi komponentmi a/alebo vzorkami.

(3) Uvedenie povrchu dvoch alebo viac poréznych matric do kontaktu tak, Ze méZu zlozky testu interagovat’.
(4) Premytie, preplachnutie alebo eluovanie matrice kvapalnymi puframi alebo inymi rozpustadlami, aby sa
odstranili nenaviazané a/alebo nedpecificky viazané zlozky testu.

(5) Rozdel'ovanie, nalievanie, pridivanie alebo namé&anie zloZiek testu je v roztoku na matrici alebo filtro-
vanie uvedenych komponentov cez matricu,

(6) Zobrazenie, precitanie, skenovanie, detegovanie alebo iné zviditelnenie radiometrickych, fluoresceng-
nych, spektrofotometrickych alebo elektromagnetickych signalov pritomnych na alebo v jednej, alebo viace-
rych matriciach.

CF-HTS poskytuje proti skorSiemu sposobu mnohé vyhody. Nepritomnost’ oddelenych jamiek eliminuje
nutnost’ sic¢asne a presne rozdel'ovat’ do jamiek zlozky testu alebo reagenty. Miesto toho sa zloZky testu roz-
del'uju a miesia homogénnou manipuldciou dohromady. VzhI'adom na to, Ze zlozky testu sa pripravuji po-
hromade ako homogénny roztok alebo ako matrica, existuje minimalne $tatistické kolisania od vzorky ku
vzorke. Na porovnanie, pritomnost’ jamiek v 96 jamkovej uprave spdsobuje vel'ké $tatistické kolisanie od
vzorky ku vzorke.

CF-HTS dalej zaistuje pre velky pocet zlicenin skrining s mimoriadne vysokou po&etnostou. Dokonca
aj ked’ zaznamenavané zésahy ,,prebiehaji spolocne“ v obmedzenom rozsahu, je potrebné iba znovu otesto-
vat’ zlifeniny, ktoré si umiestnené blizko zasahu. Tak ako bolo 10 000 testovanych vzoriek sa schopnych
zredukovat' na 50 kandidétov v okoli zviditeInenej oblasti, je potom l'ahké zredukovat' 50 kandidatov na ak-
tivnu zliceninu(y) i pomocou starej technoldgie s 96 jamkami.

Rozdelenim a vysuSenim jednotlivych zhicenin na plastovych folidch vo vysoko naplnenych siboroch a
potom ich aplikovanim v CF-HTS sa odstrania vSetky kritické problémy miniaturizécie. Tato uprava nevyza-
duje na miniaturiziciu inovaciu plastov alebo inych materidlov, pretoZe miniaturizcia je dosiahnuta jedno-
ducho obmedzenim mnoZstva vzorky, ktora difunduje do matrice. Této Uprava tieZ nevyZaduje mikrofluidika
na rozdel'ovanie ¢inidiel pre test, pretoZe cely test prebieha v podstate v , jednej obrej jamke*, kde si reagen-
ty a roztoky manipulované vo velkom mnozstve. Rozdel'ovanie pomocou mikrofluidik vyZaduji iba testova-
n¢ vzorky. Okrem toho pri tejto iprave existuje omnoho menej 3tatistickych vykyvov, pretoZe je iba potrebné
vyhl'adat’ lokalizované zony heterogenity v inak homogénnej matrici. Nemusi sa pre¢itat’ a porovnavat’ mno-
ho rozdielnych jamiek. Okrem toho ku vsetkym predpokladanym blahodarnym strankam miniaturizacie (nd-
klady, vykon, vyuZitie reagentov, vyuZitie testovanych zlu¢enin), poskytuje CF-HTS tieZ prekvapujiice vy-
hody, ako je schopnost’ uskutoénit’ va¢§inu krokov testov pohromade.

Ustrednym hradiskom CF-HTS je pozorovanie, Ze zloZky testu a testované vzorky stranovo nedifunduju
rychlo ani na rozhraniach medzi matricami. Ked' sa na priklad agarézovy gél umiestni na plastovii platiiu, ob-
javi sa vyraznd kvapalina na rozhrani povrchu gélu. Ked' sa vyZaduje interakcia medzi zlozkou testu v géli a
zloZkou testu na platni (ako v priklade ELISA), je kritické, Ze komponent v géli je schopny difundovat z gélu
von a na dosku. Ale CF-HTS vyZaduje, aby sprievodnd stranové diftizia bola znaéne pomalsia, takze interak-
cia na platni je lokalizovana do blizkosti povodného umiestnenia zlozky z gélu. Tie isté principy sa tykaju
kazd¢ho rozhrania matrica-matrica medzi gélmi, filtrami alebo povrchmi (alebo kaZdej inej matrice) v akej-
kol'vek kombinacii. Predstava, Ze toto difiizne spravanie je kontrolovatelné, a Ze je vieobecne aplikovatelné
na rozhranie vietkych matric, je bezprecedentné a protichodna konvenénym predstavam.

Preferovanou met6dou zavadzania testovanych vzoriek alebo zlidenin do matrice (ako gélu alebo navlh-
¢encho filtra) je rozmiestiiovanie a suSenie malych objemov kazdej vzorky na povrchu, ako je povrch plasto-
vej folie, v takom usporiadani, Ze sa dve vzorky neméZu zmieSat’ alebo prekryvaf a kazda je Specificky
umiestnend. Ked' sa plastové félia umiestni na matricu, vzorky sa rozpustia a difunduji do matrice v mies-
tach zodpovedajiicich ich vopred definovanym umiestneniam v pociatoénom usporiadani.

Alternativnym spsobom rozdel'ovania testovanych vzorick alebo zli€enin do stboru je rozmiestiovat
vzorky na poréznu matricu ako filter, kde objem kazdej oddelenej vzorky je dostato¢ne nizky, takZe vzorky
sa vnutri matrice neprekryvaji. Po kontakte s inou poréznou matricou, ktora obsahuje viac kvapaliny, zhige-
niny difunduju, aby nastartovali test.

Preferovanou metddou zavadzania kombinatornych zlu¢enin na baze peral do matrice je rozmiestovanie
peral néhodne alebo v pravidelnom usporiadani na povrch, ako je povrch plastovej folie. Perly mézu byt po-
tom spracované tak, aby uvolnili (od3tiepili) testované zluceniny, pokial’ si na perly viazané kovalentne la-
bilnym spojom (v praxi je dobre zname fotolytické 3tiepenie a 3tiepenie kyselinou v plynne;j faze). Kazda zlu-
¢enina je potom nekovalentne spojend s oblastou obsadenou jej pdvodnou perlou a suché zhigeniny potom
moZu byt zavedené dovmitra alebo na povrch matrice.

Alternativnym spdsobom na zavedenie jednotlivych zlicenin do matrice je namé&anie alebo iny spdsob
nekovalentného pripojenia kaZdej zhiceniny do alebo na perly. Pri pouZiti tohto spdsobu méZe byt velké
mnozstvo zlicenin naraz zmieSanych dohromady s perlami tak, Ze kazda perla ma na sebe stale jediny kom-
ponent. Potom méZe byt zmes peréal Tahko rozprestrend na povrch na zavedenie do matrice. Tento postup
tiplne eliminuje nutnost’ manipulacie s malym objemom kvapaliny.
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Ked pociato¢ny sibor vzoriek zavedenych do matrice pri CF-HTS skumani ma vysoku hustotu, takze
jednotlivé zény aktivity priestorovo pokryvaju podiatoéné umiestnenie viac neZ jednej vzorky, potom je kaz-
da z tychto vzoriek potencidlnym zdrojom pozorovanej aktivity. Pri vy$sich podiatoénych hustotach, podla
rozmanitosti zliéenin, ktoré budi v jednotlivych zdnach pritomné, bude viac zlucenin kandidatmi na kazda
zénu. Zli¢eniny mézu navzijom difundovat, ale budi mat’ stle svoj vlastny priestorovy gradient a nebudu
sa kvantitativne miesat’ v Ziadnom mieste. Preto stred zény bude stéle korelovat’ s presnym umiestnenim ak-
tivneho komponentu v podiatoénom subore. V praxi su dost’ vzacne zasahy, zZe je beZné opakované testovanie
mnohych vzoriek, aby sa zaruila identifikdcia aktivnych zhicenin pre kazdd aktivou zénu.

Alternativnym uskuto¢nenim vynalezu je zavedenie fyzikilnej bariéry (teda v prisnom slova zmysle
uskutoénenie nekontinualnej upravy) do matric testov, aby sa obmedzila vzdialenost, po ktoru by mohli
vzorky difundovat. Napriklad kazdy z dvoch gélov obsahujucich enzym respektive substrat méze byt pokra-
jany pletivom (,kraja¢ susienok“) tak, Ze kazdy gél je d’alej roz¢leneny na mnoho oddelenych poléh. Potom
sa este uvedi oba gély do kontaktu tak, aby substrat a enzym mohli spolu difundovat’ dovmitra kazdého roz-
¢leneného kuska gélu. Potom sa do kaZdého rozéleneného kiska gélu zavedu vzorky tak, aby testy mohli pre-
biehat’ Uplne nezavisle bez difiizie medzi testami. Toto uskutoCnenie efektivne eliminuje niektoré z vyhod
CF-HTS tym, 7e zana3a §tatistické odchylky medzi testovanymi vzorkami a fixuje objem, a teda obmedzuje
signal pri siboroch s vysokou hustotou. Ale toto uskutocnenie bude eSte znamenat’ vyhodu heterogénneho
testu zaloZeného na matrici, pri ktorom komponenty testu nepotrebuji byt rozdelované do velkého mnozstva
paralelnych reak&nych nddobiek a eliminuje &iastoéné mieSanie vzoriek.

gELISA

Enzymom spojované imunosorpiné testy (ELISA) su heterogénne testy, ktoré deteguji vdzbu medzi
Ugandami v roztoku a imobilizovanymi receptormi. ELISA vyZaduje mnoho krokov mieSania reagentov a
vypieranie, ktoré st tazko realizované v 96 jamkovej Uprave a je mozné predstavit' si aj vacsi problém, ked
sa jamky redukujy z 96 jamkovej ipravy na 384-jamkowi tipravu. Autori vynalezu aplikovali CF-HTS meto-
du na detekciu inhibicie vizby medzi Ugandami a imobilizovanymi ciel'ovymi receptormi (gELISA).

Receptorom je kazda molekula, ktord mozZe viazat' int molekulu. Neobmedzujicimi prikladmi sd protei-
ny, peptidy, nukleové kyseliny, sacharidy a komplexy predchadzajucich prikladov. Receptor je imobilizova-
ny na jednej z niekolkych matric (receptorova matrica) vratane, neobmedzujici sa vSak len na plastové po-
vrchy [napr. petriho miska alebo plastova platiia (Nunc)], membrany alebo filtre, ktoré majui vysoki cielovu
vizbovi1 kapacitu [napr. nitroceluldza, nylén alebo PVDF (Millipore, Corning Costar, Schleicher & Schuell,
BioRad) alebo derivatizované membrany ako SAM membrany (Promega)]. Porézna ligandova matrica (napr.
agarézovy gél alebo porézna membrana) sa pripravi tak, Ze sa ligand pre imobilizovany receptor rozdeli do-
vniitra alebo na matrici. Testované zliideniny alebo vzorky sa rozmiest'uji priamo na ligandovi matricu alebo
alternativne na alebo dovnitra matrice pre testované vzorky [napr. polystyrén (Tekra)], polyvinylidén (napr.
od Dow Brands) alebo iné flexibilné plastové folie, alebo membrany. Testovana matrica sa uvedie do styku s
ligandovou matricou a vzorky sa nechaju difundovat’ do ligandovej matrice. Po vhodnej inkubacnej peridde
sa ligandova matrica uvedie do kontaktu s receptorovou matricou a umoziuje sa, aby ligand a vzorky prisli
do kontaktu a potencialne difuziou reagovali s receptorom (obrazok 1 ukazuje vizbu imobilizovaného recep-
tora R na biotinylizovany ligand Lp). Poas inkubacie sa budu ligandy viazat’ na imobilizovany receptor, po-
kial zli¢enina vzorky neinhibuje vizbu ligand/receptor.

Po prisluinej inkuba&nej periéde sa receptorova matrica odstrani a premyje vhodnym pufrom, aby sa od-
stranil nenaviazany alebo nepecificky viazany ligand a vzorky. Receptorova matrica sa potom namo¢i v roz-
toku obsahujiicom reagenty testu, ktoré budu interagovat’ s ligandom (napr. antilatka, avidin alebo streptavi-
din v pripade biotinylizovaného ligandu) a schopnymi byt’ detegované bud’ priamo (napr. fluorescenciou ale-
bo radioaktivitou), alebo nepriamo [napr. peroxidazou krenu (HRP), alkalickou fosfatdzou (AP) alebo konju-
gatom B-galaktosidazy]. (Obrazok 2 ukazuje konjugat avidin-HRP, AHRP, pripojeny na biotinylizované li-
gandy). Po prislusnej inkubacnej periddc sa receptorova matrica odstrani z roztoku a premyje sa vhodnym
pufrom, aby sa odstranil nenaviazany alebo nespecificky viazany reagent. V pripade priamej detekcie signdlu
sa matrica zobrazi s pouzitim vhodnej metddy (napr. fotometrickymi skenermi, CCD kamerami, filmom, vy-
volava¢mi fosforescencie alebo pristrojmi na detekciu scintilacie). Nepriame signaly (napr. HRP alebo AP)
vyZadujii dodato¢nii reakciu na vyvinutie signilu, dosahovami rozdelenim substratov alebo inych nevyhnut-
nych reakénych komponentov do alebo na poréznu substratovii matricu a umiestnenie tejto matrice do kon-
taktu s matricou receptora. Enzym (napr. HRP alebo AP) potom reaguje so substratom (obrazok 3). Altcrna-
tive sa precipitujici substrat zavedie do roztoku namiesto do matrice. Pri kazdej zobrazovacej metéde oblas-
ti viizby ligand/receptor budi vytvarat' viditelnui reakciu, pretoZe oblasti, v ktorych bola vizba ligand/recep-
tor inhibovana, viditeI'ni reakciu vytvarat' nebudu.
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Vizba bunka/ligand

CF-HTS méZe byt taktieZ pouZivany na delegovanie inhibicie vazby ligand/bunkovy receptor. Pri tradic-
nom teste sa kombinuje testovana zlufenina, radia¢ne znackované ligandy a bunky, ktoré exprimuji zodpo-
vedajuci receptor v nadobke, ako je jamka. Potom sa poskytne dostatoény ¢as, aby sa dovolilo receptoru via-
zat’ sa na ligand, pokial’ nebola takato vizba inhibovana testovanymi zli¢eninami. Akékol'vek z nenaviaza-
nych alebo nedpecificky viazanych komponentov sit z buniek odstrdnené a meria sa mnoZstvo radioaktivity
pripadajucej na bunky. Autori vynalezu prispdsobili CF-HTS metddu na detekciu inhibicie vizby ligandov na
bunky. Bunky exprimujiice Ziadany receptor su pestované alebo navrstvené na matricu (bunkovd matrica)
ako su, ale neobmedzuje sa to len na ne, gély, filtre alebo membrény [napr. Transwell membrany tkanivo-
vych kultir (Corning Costar) alebo chemotaxné membrany (Neuroprobe)]. Porézne matrice (napr. agarézovy
gél alebo porézna membrana) sa pripravia tak, Ze sa znackovany ligand pre receptor rozdeli na alebo do mat-
rice (matrice s ligandom). Testované zliceniny sa rozdelia priamo na ligandovii alebo bunkovii matricu alebo
alternativne na alebo do inej matrice [napr. polystyrén (Tekra), polyvinylidén alebo ini plastovu féliu alebo
membranu; membrana so vzorkami]. Membréna so vzorkami sa uvedie do kontaktu s ligandovou matricou a
takto sa umozni vzorke difundovat’ dovmitra ligandovej matrice. Po prislusnej inkuba&nej peridde sa ligan-
dova matrica uvedie do kontaktu s bunkovou matricou, najlepsie na strane matrice bez buniek a umozZni sa,
aby dochadzalo ku styku ligandu a vzorky a difiiziou k reakcii s receptorom (obrazok 4). Po¢as inkubécie sa
budi zna¢kované ligandy viazat’ na imobilizované bunky, pokial vzorka neinhibuje véizbu ligand/bunka.

Po inkubicii sa bunkova matrica oddeli od ligandovej matrice a premyje sa vhodnym pufrom, aby sa od-
stranil nenaviazany alebo ne$pecificky viazany ligand a vzorka. Bunkovd matrica sa zobrazi s pouZitim
vhodnej metédy (napr. fotometrickymi skenermi, CCD kamerami, filmom, fosforografmi alebo pristrojmi na
detekciu scintilacie). (Obrazok 5 ilustruje vyvolanie testu na film).

Ako je ukdzané CF-HTS, dosahuje v3etky vyhody predpokladané pre testy s ,,volnou upravou® a moze
byt’ aplikovany na vietky rozne druhy biologickych alebo biochemickych testov, pri vietkych réznych ty-
poch tprav a so vietkymi roznymi reagentmi a zariadeniami. VzhI'adom na 3iroké aplikovatel'nosti je najlep-
$ie ilustrovany pomocou nasledujiicich prikladov. Ale tieto priklady ilustruji preferované uskutocnenie pred-
kladan¢ho vynalezu a neobmedzuji patentové naroky a Specifikacie. BeZny pracovnik si 'ahko uvedomuje,
Ze zmeny a modifikdcie Specifickych uskutoéneni méZu byt uskutoénené bez odchylenia sa od rozsahu a du-
cha vynalezu. Na v3etky citdcie sa tu nakoniec odkazuje.

PrehlPad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1 ukazuje vzorky gELISA testu na neporéznej matrici stykajicej sa s jednou stranou poréznej
gélovej matrice obsahujucej reagent testu, ktora naopak sa styka s neporéznou matricou nesticou dalii rea-
gent testu.

Obrazok 2 ukazuje odstranenie matrice vzoriek gELISA testu a poréznu gélovii matricu, nasledované
premytim a pridanim kvapalnych reagentov alebo roztokov reagentov na vytvorenie reportného komplexu na
neporéznej matrici reagentu

Obrazok 3 ukazuje predstava gELISA testu spojenim matrice s reportnym komplexom s poréznou gélo-
vou matricou obsahujicou reportny substrat.

Obrazok 4 ukazuje, ako je ligandova matrica aplikovana na povrch filtra protifahly tomu povrchu filtra,
ktory nesie bunky.

Obrazok 5 ukazuje, Co sa mdZe vytvorit’' na povrchu filtra nesticeho bunky, ked' sa prejavi test,

Obrazok 6 ukazuje vysledok VanA testu s pouZitim réznych koncentrécii zndmeho, od davky zavislého
inhibitora.

Obrazok 7 ukazuje vysledok EF-3 testu s pouZitim réznych koncentricii znAmeho inhibitora.

Obrazok 8 ukazuje kontrolny experiment gELISA testu pre interakciu protein - protein.

Obrazok 9 ukazuje gELISA vysledok ,,inhibicie* pre interakciu protein - protein.

Obrazok 10 ukazuje od davky zavislu vdzbu radiatne znatkovanej ITAM na imobilizovanom LCK.

Obrazok 11 mapuje hodnoty pixelov proti ITAM koncentracii na znazornenie typickej vidzbovej krivky
vizby ligandu.

Obrazok 12 ukazuje kontrolny experiment pre interakciu ligand-bunka pri radiaéne znaéenom IL-8.

Obrazok 13 ukazuje ,,inhibiciu* interakcie ligandu IL-8 s bunkou.

Obrazok 14 ukazuje test pre inhibitory neuraminidazy.

Obrazok 15 ukazuje simultinny test 10 080 jednotlivych zliCenin na inhibiciu neuraminidéazy.



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 286095 B6

Priklady uskuto¢nenia vynalezu
Priklad 1

Kolorimetricky dvojstuptiovy gélovy test na stanovenie fosfatu generovaného rezistentnym vankomycin en-
zymom VanA

VanA je kliovym enzymom pri vankomycinovej rezistencii a katalyzuje pripojenie D-alaninu k D-
-alaninu alebo D-alaninu k D-laktatu. Tento enzym sa obvykle analyzuje vyvolavanim farby z fosfatu, ktory
sa uvolfiuje, ked’ je enzym aktivny (aktivita VanA sposobuje hydrolyzu ATP na ADP a fosfat). Vedcom je
zname, 7e D-cykloserin inhibuje VanA sposobom zavislym od davky, a Ze sa tento inhibitor pouZiva ako po-
zitivna kontrola proti inym potenciondlnym inhibitorom.

Gél s enzymom

Gél s enzymom bol pripraveny pridanim enzymu VanA k roztavenej 1 % agaroze (vysokotopiaca sa aga-
réza Gibco BRL) pri 45 °C v 50 mM HEPES (kyselina N-[2-hydroxyetyl]piperazin-N'-[2-etansulfénova]), 20
mM MgCl,, 20 mM KCl, pH 7,3 do koneénej koncentracie VanA 2 mM. Tato agarova zmes bola potom na-
liata do BioRad aparatu na formovanie gélu a pri 2 - 8 °C ponechana 30 minut stuhnit’,

G¢él so substratom

Gél so substrdtom bol pripraveny pridanim ATP, D-alaninu a D-laktatu k roztavenej agaroze tak, aby jed-
notlivé komponenty mali 1 mM, 1,5 mM, respektive 1,75 mM a pripravenim gélu ako bolo opisané pre gel s
enzymom.

Matrica so vzorkou

Rady 1 pl alikvotnych podielov série riedeni 5000, 2000, 1000, 500, 200, 100 pM D-cykloserinu, znime-
ho inhibitora pouZitého ako kontrolnd vzorka, v 1 : 1 zmesi etanolu a vody, boli rozdelené na kisok polyvi-
nylidénchloridového (PVDC) filmu a 10 minit ponechané na ususenie.

Inkubacia enzymu so substratom v pritomnosti inhibitora

Gél s enzymom bol na 5 minit uvedeny do styku s matricou vzorky. Potom bol navrch gélu enzymom
umiestneny gél so substratom a ponechany na inkubaciu pocas 15 - 20 mimit. Potom boli oba gély odstranené
a oddelené. Pocas inkubacie, kde enzym katalyzuje spojenie substratov, vytvori fosfat v celom géli s vynim-
kou tych zén, v ktorych bol D-cykloserin v dostato¢nej koncentracii, aby inhiboval reakeiu.

Vizualizacia testu

Na gély s enzymom a substratom bola naliata a rovnomerne rozdelend zmes na detekciu fosfatu pozosta-
vajtica z Serstvo pripraveného roztoku 0,15 % Malachitove] zelene a 1,4 % molybdénanu aménneho v 1,33 N
HCL. Tieto &inidla reagujii s fosfatom a ako funkciu zvySujicich sa koncentracii fosfatu vyvolavaju stipaju-
cou mierou tmavntce odtiene zelenej. Sfarbenie sa nechalo vyvolavat’ pocas 5 - 10 minut (obrazok 6 ukazuje
vyvoj sfarbenia gélu, ked’ sa mnozstvo inhibitora menilo od 5 nanomol do 0,5 nanomol). Zeleno sfarbene gé-
ly boli fotografované CCD kamerou ,,Stratagene Eagle Eyc“. Stupei, pri ktorom inhibované zény boli menej
zelené, koreloval podla oéakavania s koncentraciou pridaného inhibitora. Preto méZe byt tento test pouZity
na skimanie inhibitorov VanA pri razeni kombinatérnych peral alebo zli¢enin rozdelovanych na akykol'vek
iny povreh, ktory je potom uvedeny do styku s gélom testu.

Tento test tieZ ukazuje, Ze tipravu gélového skriningu je mozné prispdsobit’ viacstupfiovym reakciam. Ta-
kéto uskutonenie je potrebné, aby tato tiprava bola pouZitelna na Siroky rad testov, pretoZe mnoho testov
viac stuptiov vyZzaduje. V tomto pripade VanA test je dvojstupfiovym testom enzymove;j aktivity nasledova-
nym vyvolanim sfarbenia. Homogénne (jednotlivy stupeii) verzie tohto testu nie su l'ahko realizovatel'né, pre-
toze sfarbenie vyvolavajuce reagenty a podmienky interferuji s aktivitou VanA a st teda inkompatibilné s
ich dodavanim do agarového gélu. Preto je teda Ziaduce priestorové a ¢asové oddelenie tychto dvoch stup-
fiov, obsahujuice najprv test gélu s enzymom, nasledovany vyvolanim sfarbenia vo faze roztoku.

Priklad 2
Dvojstuptiovy test detekcie fosfatu generovaného S. cerevisiae.

Elonga¢ny faktor aktivity 3 ATPazy stimulovanej vazbou ribozomov

Ked' s ribozémami interaguje fungalny elonga¢ny faktor 3 (EF-3), stimuluje sa aktivita fosfatizy. Autori
vynalezu aplikovali pre tito aktivitu CF-HTS. Bol pripraveny gél s enzymom obsahujici EF-3 (vysoko tep-
lotne citlivy enzym) a kvasinkové ribozomy v pufre EF-3 testu. Pripraveny bol tiez gél substratu obsahujici 1
mM ATP v pufre testu. Obidva gély obsahovali 2 % dimetylsulfoxidu v nizkotopiacej sa agaroze (Gibco
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BRL) a boli pripravené pri 37 °C a ponechané 30 mimit stat’ pri 4 °C. Na PVDC film boli nabodkované a vy-
susené (matrica so vzorkou) série riedeni poly-L-lyzinu, inhibitora EF-3 pouzitého ako kontrolna vzorka. Po-
tom po predchadzajicej inkubécii gélu enzymu s inhibitormi na matrici vzorky, bol ako v priklade 1 usku-
tocneny test. Potom bol gél s enzymom na 20 minit umiestneny do styku s gélom so substritom. Ako v pri-
klade 1 boli gély s enzymom a substratom odfarbované farbou vyvoldvajiicou zmesou Malachitovej zelene s
molybdénanom aménnym. Gél s enzymom bol potom zobrazeny CCD kamerou. Skvrny inhibitora sa objavu-
ju ako svetlejSie zony v zelenom pozadi. Obrazok 7 ukazuje vyvoj sfarbenia na géli, kde sa mnoZstvo inhibi-
tora menilo od 5 pikomol do 200 pikomol. Vysledky ukazuji od davky zavisly signal inhibitora, indikujuci,
Ze pri tomto teste mozu byt’ preskimavané zliceniny, aby sa odhalili nové EF-3 inhibitory. Priklad 2 demon-
Struje uZitoCnost’ CF-HTS spolu s komplikovanostou spdsobenou pritomnostou organel alebo inych suro-
vych biologickych zmesi alebo extraktov.

Priklad 3

Nepriama gELISA detekcia sfarbenia inhibitorov interakcie protein - protein

Ako bolo diskutované, je ELISA obvykle pouzivana na detekciu inhibicie ligand - receptor, kde su recep-
tory imobilizované v mikrotitracnych jamkach. Pary ,ligand - receptor* pouZivané pri ELISA mézZu obsaho-
vat’ kazdy pér viazucich sa molekiil od proteinov alebo inych makromolekil az do malych molekul. Tieto
testy sit komplexnymi, viacstupiovymi testami, ktoré vyZaduju imobilizovanie receptora, inkubovanie recep-
tora s ligandom, premytie na odstranenie nechceného nespecificky zadrzovaného ligandu, ktory by inak mo-
hol sposobovat’ vysoky signal pozadia, viazanie zviditelfiujicich ¢inidiel (napr. §pecifické protilatky ligandu
konjugované s reportnym enzymom) na ligand viazany k receptoru a generovanie viditelného signalu po-
skytnutim substrdtu pre reportny enzym. Je zrejmé, Ze komplexnost' ELISA viedla HTS priemysel k zaveru,
Ze ELISA nemdZe byt adaptovana pre test s volnou upravou. Napriek tomu v3ak autori vynalezu adaptovali
tento komplexny, viacstupiiovy test na CF-HTS tipravu na analyzu réznych interakeii protein - protein, prote-
in - ligand a vizieb inych ligandov.

Aktivdtor plazminogénu urokindzového typu (uPA) sa viaZe na jemu zodpovedajuci receptor (WPAR). In-
terakcia uPA/uPAR bola dokézana pri metastaze réznych typov rakoviny. Autori vynalezu adaptovali tradié-
ny uPA/uPAR ELISA na CF-HTS s pouZitim vy¢istenych receptorov a ligandov.

Matrica uPAR

Plastové platne (7,5 cm x 11,5 cm od Nunc, Inc. Naperville, IL) boli cez noc pokryté 15 ml 118 nM vy-
Cistencho uPAR vo fosfatom pufrovanej solanke (PBS) (Life Technologies, Grand Island, NY) pri pH 7,4 a
4 °C. Po pokryti plastovych platni cez noc bol roztok uPAR dekantovany a zvy$né vizbové miesta na plasto-
vej platni boli blokované pridanim 15 ml PBS, obsahujicom 1 % (hmotn./obj.) kazeinu a inkubovana 2 hodi-
ny pri teplote miestnosti (RT). Po blokovani bol blokacny roztok dekantovany a plastova plattia bola pitkrat
premyta 20 ml pracieho pufra pozostavajiiceho z 0,05 % Tween 20 (monolaurat polyoxyeténsorbitanu) v
PBS. Po premyti bola plastova platiia su§end 10 minut pri RT. Bolo to nadasované tak, e kratko na to mohla
byt plastové platiia pouZita v opisanom teste, aby sa zabranilo preschnutiu matrice, ktoré by mohlo viest' ku
strate aktivity.

Matrica -uPA

Na tcely testu bola pouZivana uPA oznaCena biotinom (b-uPA). Gély obsahujtice B-uPA boli pripravené
namacanim 3-uPA do agaru kvoli vyhnutiu sa vysokym teplotam (o je opakom liatia do roztaveného agaru z
prikladov 1 a 2). Agar bol pripraveny najprv miesanim 0,1 g agarézy (Sigma, St. Louis, MO) s 10 ml PBS,
zahriatim dokial’ sa neroztopila a potom odliatim do pristroja na gél 8 x 7 x 0,075 cm’ (Bio-Rad, Hercules,
CA). Po stuhnuti (bud’ pri izbovej teplote, alebo 4 °C) boli gély pri 4 °C cez noc namoéené do 15 ml B-uPA
(okolo 10nM) v pufre testu pozostivajicom z PBS, 0,05 % Tween-20 a 0, 1 % kazeinu (obidvoje od Sigma,
St. Louis, MO). Hned pred pouzitim bol gél 20 mimit suseny pri RT.

Matrica so vzorkou

Ako kontrolna vzorka inhibitora B-uPA/uPAR vizby bol za nepritomnosti znimeho inhibitora vizby
uPA/uPAR s malou molekulou, pouZity nebiotinylovany uPA (Pre-uPA). P4t mikrolitrové alikvotné podiely
0,0,03,0,1,0,3, 1 a 3 uM pro-uPA v pufte testu boli rozmiestnené na PVDC film (Dowbrands L. P, Indiano-
polis, IN) a 2 h susené pri RT.

Inkubécia uPAR s pro-uPA a }-uPA

Matrica so vzorkou bola umiestnena na jednu stranu gélu obsahujiiceho B-uPA so suchymi bodkami pro-
-uPA do styku s povrchom gélu s B-uPA. 10 mintit bolo pri RT ponechané, aby pro-uPA do gélu difundoval.
Na to potom druhd strana gélu s B-uPA bola umiestnen na plastovu platiiu, aby sa B-uPA (pésobiaca ako li-
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gand) a pro-uPA (pdsobiaca ako kompetitivny inhibitor) nechali interagovat' s uPAR na povrchu plastovej
platne. Vizba/kompetitivna reakcia boli inkubované pri RT pocas 20 minut. Po inkubdcii bola plastova platia
oddelena od gélu a rychlo 4-krat premyta 20 ml vypicracicho pufra. Roztok konjugatu avidin-peroxidaza kre-
nu (avidin-HRP) bol pripraveny rozriedenim avidin-HRP (Sigma, St. Louis, MO) 1 aZ 25 000 v pufte testu a
pridanim 15 ml k plastovej platni. Reakcia bola 10 minut inkubovana pri RT s nasledujicim dekantovanim
roztoku avidin-HRP a premytim plastove;j platne ako hore. Plastova platiia bola 20 minut suSena.

Avidin sa v avidin-HRP viaZe na biotin $pecificky tak, Ze iba tie oblasti matrice, kde sa prejavi vizba ,,li-
gand/receptor®, budi eventualne vykazovat vyvoj sfarbenia. Tie oblasti matrice, kde je vizba ,ligand/re-
ceptor* kompetitivne inhibovana u¢inkom pro-uPA, sfarbenie vykazovat nebudu.

Vyvolanie sfarbenia

G¢l na vyvolanie sfarbenia obsahujuci kolorimetricky HRP substrat (OPD gél) bol pripraveny rozpuste-
nim dvoch tabliet hydrochloridu o-fenyléndiaminu (OPD) v 7 ml rozpust'adla (oboje z ,,Abbott kit no. 6172-
-30“, Abbott Labs., Abbott Park, IL) a spojenim tohto roztoku s roztokom agarézy ziskanom roztavenim 0,1
agardzy v 1 ml vody. 10 ml vzniknutej zmesi bolo odliatych do miniprotein II pristroja pre gél 8 x 7 x 0,075
cma 15 minit pri 4 °C ponechanych stuhnit’. Gél bol zo sklenenych platni odlievacieho stojana preneseny na
PVDC film alebo flexibilni plastovu foliu a pri RT bol 10 minut ponechany susit’ sa na vzduchu. Potom bol
preneseny na iny PVDC film alebo flexibilni plastovu foliu, aby sa 10 mimit ponechala susit’ druha strana.
Potom bol OPD gél umiestneny na plastovti platiiu na zaciatok vyvoja sfarbenia. Pocas inkubéacie OPD, v
roznych ¢asoch, bola plastové platia umiestnena navrch filtra prepastajiiceho pas 440 nm (Omega Optical,
Inc., Brattleboro, VT), ktory striedavo bol navrchu difiznej platne s optickymi vlaknami osvetlovanymi sve-
telnym zdrojom Fiber-Lite (oboje od Dolan-Jenner Industries, Inc., Lawrence, MA). Vznikajuce obrazky boli
ziskané CCD kamerou (systém ,,Eagle Eye“, Stratagene, La Jolla CA).

Kontrolny pokus

Obrazok 8 ukazuje kontrolny pokus pre priklad 3. V obrdzkn 8A boli StvorCeky agarozy (1 cm’) namode-
né do roztokov s réznymi B-uPA koncentraciami, ako je naznadené pod kazdym Stvoréekom (s vynimkou 50
nM roztoku, ktory je oznadeny nalavo od §tvorceka agarozy). Potom, ked' boli $tvorceky agarézy inkubované
na plastovej platni s imobilizovanym uPAR, boli odstranené. Plastové platiia bola potom omyta a oblasti mat-
rice, kde do3lo k p-uPA/uPAR vizbe boli zviditenené, ako je opisané. Obrazok 8B ukazuje krivku priemer-
nych hodnét pixelov (bez pozadia) pre kazdy Stvorcek (ako bolo uréené analyzou digitalneho obrazka z digi-
talnej kamery pomocou softvéru ,NIH Image Analysis*) proti koncentrécii f-uPA v kaZzdom $tvoréeku aga-
rézy v roznom Case pocas vyvijania sfarbenia OPD. B-uPA ziskané z agarézového gélu mali typicku vdzbovi
krivku receptor - ligand s polmaximom vizby (Kd) okolo 3 - 5 nM, &o je konzistentné s publikovanymi hod-
notami pre tiito reakciu pri $tandardnej ELISA a inych testoch, ktoré tento parameter meraji. Obrazok 8 uka-
zuje, Ze nepriamy kolorimetricky signal generovany pri gELISA je kvantitativne zavisly od rozsahu interak-
cie ligand - receptor.

Vysledky kompeticie pro-uPA/B-uPA

Obrazok 9 ukazuje inhibiciu p-uPA/uPAR vizby pomocou pro-uPA. Skvrny v obrazku 9A vyzna¢ujui ob-
lasti, kde bola inhibovana B-uPA/uPAR vizba. Teda sa v tychto oblastiach avidin-HRP neviazal. V dosledku
toho HRP sa substraty v OPD géli na generovanie vyvoja sfarbenia nereagoval. Obrazok 9B je alternativnou
cestou zobrazenia dat toho istého CCD obréazka, ktora zvySuje schopnost’ Fudského oka vidiet' kvantitativnu
titrciu.

Priklad 4

Priama radiometricka detekeia inhibitorov interakcie protein - protein

Aktivacia T-buniek je stic¢astou imunitnej odozvy tela. Aby nastali v priebehu aktivacie T-buniek pripady
v tomto smere, musi p561ck (LCK protein) interagovat’ s ITAM oblast'ou (s imunoglobulinom stvisejiica ak-
tiva¢na jednotka na béze tyrozinu) cytoplazmovych domén receptora antigénu T-bunick. Zliceniny, ktoré in-
hibuju tito interakciu protein - protein, si potencidlnymi imunosupresivami. Autori vynalezu pouzili CF-
-HTS na analyzu tejto interakcie protein - protein, pri ktorej je LCK imobilizovany na membrane.

LCK matrica

Biotinylovany LCK sa imobilizuje na biotin zadrzujicej membrane (SAM membréna) (Promega Corp.,
Madison, W1) preliatim prizku 11 cm x 2 cm 5 ml 3 mM LCK v PBS obsahujiicom 5 mM DTT (ditiotreitol)
na 10 minit pri RT, po ¢om sa pufor odstrani. Je to natasované tak, aby SAM membrana mohla byt' v opisa-
nom teste pouZitd kratko na to (pocas mint).
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ITAM* matrica

Agarbzovy gél obsahujuci radiaéne znaceny ITAM peptid (ITAM*) sa pripravi zmie§anim 0,1 g agarézy
s 10 ml pufra, zahrievanim dokial’ neddjde k roztaveniu a potom odliatim do pristroja na gél 8 x 7 x 0,075
cm. ITAM* sa do findlnej koncentracie 10 nM pridava prave pred odlievanim alebo alternativne namacanim
po stuhnuti gélu.

Matrica so vzorkou
Vzorky, ktoré maji byt podrobené skriningu sa rozdelia na plastovy povrch alebo PVDC a vysusia sa,
aby vznikla matrica so vzorkami.

Inkubacia a vizualizacia ITAM*, LCK a testovanych vzoriek

Matrica so vzorkami sa uvedie do styku s jednou stranou gélu s [ITAM* tak, Ze testované vzorky mézu di-
fundovat’ do gélu s ITAM*. Na to sa druhd strana gélu s ITAM* uvedie do styku so SAM membréanou, na
ktorej bol imobilizovany LCK. Po 15 - 45 mimitovej inkubacii sa S AM membréna odstréni, premyje a zob-
razi fosforografom alebo filmom. Inhibitory interakcie ITAM - LCK st indikované zénami niZ$ej radioakti-
vity, ¢o na zobrazeni zodpoveda niZ§ej intenzite signalov.

Kontrolny pokus pre vizbu ITAM*/LCK

Agardzoveé gély sa pripravia zmieSanim 0,1 g agardzy s 10 ml pufra, zahrievanim dokial’ nedéjde k rozta-
veniu a potom odliatim do pristroja na gél 8 x 7 x 0,075 cm. Po stuhnuti sa z gélu vypichaju kolie¢ka s prie-
merom 1 cm a cez noc sa pri 4 °C namo¢i do 400 ml pufra s 0,1, 0,3, 1, 3, 10 a 20 nM ITAM znackovanym s
"®I (Amersham, Arlington Heights, IL). Gélové kolietka sa potom z roztoku vyberd a ponechajii podas 20
minut pri RT na usuSenie. Potom sa umiestni na LCK - imobilizovani SAM membranu a inkubuje 45 mimit
pri RT. Gély sa odstrania a membrany sa Styrikrat premyji pufrom. Po vysuSeni sa S AM membrény zobra-
zia pomocou fosforografu.

Obrazok 10 naznauje na davke zavislej od vizby medzi '*’I - ITAM a imobilizovanym LCK na SAM
membrane,

Obrazok 11 ukazuje diagram priemernych hodnét pixelov (bez pozadia) pre kazdy '*’I-ITAM gél (ako bo-
lo stanovené analyzou digitalizovaného obrazu z fosforografu pomocou softvéru ImageQuant od Molecular
Dynamics) proti '“I-ITAM koncentrécii v gélovom kolie¢ku. '“I-ITAM poskytnuty z gélu do imobilizova-
ného LCK mal typicki vizbovu krivku receptor - ligand.

Priklad §

Test reportného génu celych buniek s pouZitim dpravy gél/filter

Obli¢kove bunky, zname ako HEK bunky, boli transfikované plazmidom, ktory obsahuje prométor za-
kladnej zloZky cyklickej AMP odozvy (CREB) spojeny s génom luciferdzy (reportny gén luciferazy od Pro-
mega). Ked' su transfikované bunky podrobené posobeniu forskolinu, indukuje sa expresia reportného génu
luciferazy. Potom, ked’ sa k HEK bunkém pridé biologicky pufor, obsahujiici substrat luciferdzy (hmyzi luci-
ferin od Promega) a vhodné kofaktory (20 mM Tricinu pH 7,8, 0,1 mM EDTA, 33 mM koenzymu A, 0,5
mM adenozin trifosfa a 1 mM MgCl,), generuje sa emisia foténov, ktora moze byt pomocou beznej in-
Strumentécie delegovana.

Matrica s bunkami

Bunky boli v kultire podrobené pdsobeniu trypsinu, prenesené do Corning/Costar TRANSWELL™
membrany (3 mikrénovy polykarbonitovy filter s plastovou prstencovou podlozkou) a cez noc inkubované
pri 37 °C, 5 % CO, v pritomnosti média na kultivaciu tkaniva. Potom bolo médium z membrany odstranené a
filter, ku ktorému boli bunky prichytené, bol 15 minit na vzduchu sudeny a kritko potom pouzity v uvede-
nych krokoch.

Matrica s vyvolava¢om

Gél obsahujici vyvolavac expresie luciferizy sa pripravi pridanim 12 ml 10 mM vyfazku forskolinu
(Sigma, vytazok v etanole) do 6 ml 1 % nizkotopiaceho agar6zového gélu. Gél sa pri teplote miestnosti stui
forskolinom na koneénu koncentraciu 20 mM.

Matrica so vzorkami
Vzorky, ktoré by mohli blokovat' indukciu forskolinom sa rozmiestnia a susia na oddelenych miestach na
PVDC s vysokou hustotou.
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Inkubacia reagentov a detekcia inhibicie

Strana PVDC s inhibitorom sa inkubuje s gélom obsahujucim vyvolavag. Potom sa gél obsahujuci forsko-
linovy vyvolavaé umiestni na bezbunkovi stranu matrice s bunkami pripravenymi, ako je uvedené. Tie sa
spolu inkubujit pri 37 °C a 5 % CO, 20 mintt. Potom sa gél s forskolinom odstrani a matrica s bunkami sa
inkubuje pri 37 °C a 5 % CO, daliie Styri hodiny kv6li maximélnej expresii konstruktu luciferazy. Na detek-
ciu enzymatickej aktivity (alebo jej inhibicie), sa bunkova matrica filtra fyzicky odstrani od svojho podloz-
ného prstenca a umiestni do petriho misky. Petriho miska sa zaplavi substratom luciferazy (hmyzi luciferin
od Promega) v biologickom pufre s prislusnymi kofaktormi, aby sa vyvolalo svetlo ako signal. PretoZe signal
je lokalizovany vnitri imobilizovanych buniek exprimujucich luciferazu, vysledkom inhibitorov poiato¢né-
ho induk¢ného kroku budi zony s niZ§ou emisiou fotonov.

Priklad 6

CF-HTS gél/filter na priame stanovenie inhibitorov interakcii ligand - bunka

Vizba ligand - receptor na povrchoch buniek iniciuje v bunkdch signélne cesty, ktoré na konci vedu k
funkénym odozvam (napr. proliferacia alebo sekrécia biologicky aktivnych substancii). Pri regulécii biolo-
gickych odoziev buniek pri chorobnych stavoch sa ¢asto usiluje o inhibiciu ligandovych vézieb na povrchu
buniek. Vieobecnou metédou na vyhodnotenie inhibitorov vizby ligand/bunkovy receptor je zhodnotenie
schopnosti inhibitora redukovat’ vizbu medzi prirodnym, radiatne znacenym ligandom a bunkami. To zahr-
nuje inkubéciu buniek s radia¢ne znaenym ligandom a inhibitorom, nasledovanou odstranenim nenaviaza-
ného a nespecificky viazaného, radiatne znadeného ligandu premytim a potom zmeranim mnoZstva viazanej
radioaktivity.

Interleukin-8 (IL-8) je chemotakticky chemicky druh, vyskytujuci sa pri zapaloch vo vizbe na receptory
na réznych typoch buniek. Autori vynalezu vyvinuli CF-HTS test ligand - bunkovy receptor na hodnotenie
inhibitorov tejto interakcie.

Matrica s bunkami

HEK bunky (ATCC, Bethesda, MD) exprimujice IL-8 receptor boli nakladené na membranovy filter s
priemerom 75 mm (Corning Costar Corp., Cambridge, MA) s hustotou okolo 20 miliénov buniek na platiiu.
Na prichytenie sa k membranovému filtru boli ponechané cez noc v pufre (RPMI od Life Technologies,
Grand Island, NY) obsahujicom 10 mM Hepes (Sigma, St. Louis, MO) pri pH 7,2 a 37 °C. Potom, ked' boli
bunky prichytené na filter, boli média odstranené a bunky boli premyté Cerstvym pufrom, aby sa odstranili
akékol'vek neprichytené bunky. Filtre boli obratené stranou s bunkami nadol a $ikmo natocené, aby mohol
prebytok médii odtekat’ a potom boli 20 mimit susené. Bolo to nacasované tak, Ze matrica s bunkami mohla
byt bezprostredne pouzita v opisovanom teste.

Matrica s ligandom

Matrica s ligandom bola pripravena nasiaknutim IL-8 znaceného I (Amersham, Inc., Arlington Heights,
IL) do agardzového gélu vytvoreného zmiesanim 0,1 g agarézy s 10 ml pufra, zahrievanim dokial’ neddjde k
roztaveniu a potom odliatim do pristroja na gél 8 x 7 x 0,075 cm. Gély boli namacané cez noc pri RT, za po-
malého mie$ania na rotujicej doske (New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, NJ). Po nasiaknuti boli gé-
ly, prave pred pouZitim, sufené 20 mintt pri RT. Bolo to natasované tak, Ze gél mohol byt bezprostredne
pouZity v teste.

Matrica so vzorkami

Radiagne neznadeny I11.-8 (Genzyme Corp., Cambridge, MA) bol za nepritomnosti zndmeho inhibitora
viizby IL-8/bunkovy receptor pouzity ako kontrolna vzorka inhibitora na sledovanie inhibicie vazby 125I-IL-
-8 na HEK bunky. Na plastovii féliu ako PVDC bolo rozdelenych po jednom mikrolitry 0, 0, 03,0, 1,0, 3, 1,
3, 10 2 100 pM IL-8 a susené bolo 1 h vo vakuu pri RT.

Inkubacia

Matrica so vzorkou bola umiestnena na jednu stranu matrice s ligandom tak, Ze vysusené bodky s IL-8
prichadzajii do styku s povrchom gélu. Gél bol otogeny, aby sa nechala 10 minut pri RT susit’ druha strana, a
aby mohol ,,inhibitor* difundovat’ do gélu. Na to potom boli gély umiestnené na ti stranu matrice s bunkami,
kde bunky ncboli. Na reakciu vzniku vizby sa nechalo inkubovat’ 45 mintt pri RT. Potom boli gély odstra-
nené a strana membrany bez buniek bola 4-krat premyta pufrom. Membrany sa nechali dplne vysuSit' pred
tym, nez boli odstranené zo svojej plastovej prstencovej podlozky. Potom boli membrany zobrazené bud’ X-
-14¢mi na film alebo fosforografom (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

Obréazok 12 ukazuje odozvu davky pre 'LIL-8 v agarézovych géloch difundujiicich cez matricu s bun-
kami a tvoriacich vizbu s HEK bunkami exprimujucimi receptor IL-8a. Ako je naznacené, boli niektoré z
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agar6zovych §tvoréekov s jednym cm” nasiaknuté roztokmi s réznymi koncentraciami '*’I-IL-8. Nasledne bo-
li ligandom nasiaknuté Stvorceky uvedené do styku s matricou s bunkami, ako je opisané. Po inkubécii boli
$tvor¢eky z matrice s bunkami odstranené a strana membrany bez buniek bola premyta pufrom. Na lokaliza-
ciu na bunky viazaného '*’I-IL-8 bol pouZity fosforograf. Data ukazujt, %e priame radiometrické odpogitanie
pri tomto, na g€li zaloZenom teste s bunkami, je kvantitativne zavislé od rozsahu interakcie ligand-receptor.
Obrazok 12 tieZ naznacuje, Ze vizbové oblasti zostavaji rozdielne v tvare a potvrdzuje, Ze bo¢na difiizia sig-
nalu nie je pri teste problémom.

Obrazok 13 ilustruje vysledky pokusu kompetitivnej inhibicie. Inhibicia vizby medzi '*I-IL-8 a HEK
bunkami je vyznalend svetlymi Skvrnkami. Je tieZ hned’ zrejmé, Ze inhibicia neznackovanym IL-8 je kvanti-
fikovateI'ne zavisla od davky. Tieto dita znamenaju, Ze inhibitory, v tomto pripade predstavované neznacko-
vanym IL-8, méZu prejst matricou s bunkami a redukovat' vizbu medzi '*’I-IL-8 a bunkami.

Priklad 7

Test gél - menej funkéné bunky na filtri

Zmeny bunkovych funkcii sa ¢asto meraji sledovanim u¢inkov testovanych zli¢enin alebo vzoriek na re-
portné systémy vmanipulované do buniek. Priklady zahrnuju pozorovanie G¢inku na syntézu fluoreskujucich
intracelularnych proteinov ako zeleny fluoreskujiici protein (GFP), extracelularne proteiny ako receptory ale-
bo adhézne molekuly, alebo Specifické enzymy ako luciferazu, chléramfenikolovii acetyltransferszu, alebo -
-galaktosiddzu (Promega). Najprv sa s bunkami inkubuji testované zlideniny. Potom sa bunky ponechaju,
aby vo vhodnom ¢ase exprimovali reportny protein (méZu to byt mimity, hodiny alebo dni). Potom sa pria-
mymi metédami (napr. GFP) alebo nepriamymi metédami (napr. ELISA techniky s proteinmi viazanymi na
membranu) analyzuje rovet reportného proteinu. Dalej, v pripade enzymov, mbze byt bunka rozrusena, aby
sa mohol extrahovat’ reportny protein a analyzovat' enzymova aktivita. Pri inych testoch funkénych buniek sa
meria spravanie alebo lokalizécia Specifickych molekil ako farbiv alebo radiaine znadenych metabolitov pri
odozve na stimuldciu receptora alebo zmenach fyziologie buniek, ako je potencial membrany.

ELISA test merania iCinku zliCenin na expresiu intercelulirnej adhéznej molekuly-1 (ICAM-1) méze
byt pre CF-HTS upraveny nasledovne. Endotelovych buniek exprimujicich ICAM-1 bolo okolo 5000 bu-
niek/mm’ nakladenych na polykarbonatovii chemotaxni membranu (Neuroprobe). Bunky boli v médiu inku-
bované cez noc pri 37 °C. Médium bolo odstranené a membrany sa nechali Siasto¢ne ususit' 10 mimit pri RT.
Vzorky alebo zlieniny, ktoré boli testované na indukciu ICAM-1, boli sufené na plastovych féliach a uve-
dené do styku s tou stranou vlhkej membrany, kde neboli bunky. Zli€eniny sa ponechali 1 h pri 37 °C intera-
govat s bunkami vo vlhkej komore a potom boli bunky zmocené v médiu a inkubované 5 h pri 37 °C.

Po poskytnuti Casu, v ktorom bunky indukovany protein syntetizovali, bolo médium z membrany odstra-
nené a bunky boli inkubované v pufre obsahujicom anti-ICAM-1 protilatku (Genzyme, R&D systémy) bud’
nekonjugovanu, alebo konjugovanu s fludrescein-izotiokyandtom (FITC) alebo biotinom. Po 30 minttach in-
kubécie pri RT bol pufor odstraneny a bunky boli niekolkokrat premyté, aby sa odstranil nenaviazany anti-
-ICAM-1. V pripade konjugovanej FITC protilitky bola membréana zobrazena s pouZitim CCD kamery (Stra-
tagene, Imaging Research) s excitdciou pri 485 nm a emisiou pri 520 nm. Zludeniny, ktoré stimulovali expre-
siu ICAM-1, budd rezultovat’ v zéne so zvysenou fluorescenciou vd'aka viazaniu FITC-anti-ICAM-1 proti-
latky. V pripade protilatky konjugovanej s biotinom sa bunky inkubujui pri RT 10 miniit v pufre obsahujiicom
avidin-HRP. Pufor sa odstrani a nenaviazany avidin-HRP sa vymyje. Membrany sa potom namo¢ia do pufra
obsahujuceho substrat precipitujici HPR ako tetrachlorid diaminobenzidinu (Pierce) a pozoruje sa vyvoj
sfarbeni v miestach, kde podloZené bunky boli indukované, aby ¢i sa exprimovanie ICAM-1. V pripade ne-
konjugovanej anti-ICAM-1 protilitky sa s bunkami nech4 reagovat konjugovana sekundarna anti-anti-
-ICAM-1 protilatka a potom nasleduje vyvolanie signalu prislusnym substritom pre konjugat. Obrazky sa
snimaji CCD kamerou. Vetky z tychto varidcii (FITC, avidin-HRP a anti-anti-ICAM-1) sii alternativnymi
stanoveniami, ktoré by mali poskytovat' tie isté kvalitativne vysledky - totiz vzorky, ktoré ovplyviiuju expre-
siu [CAM-1 mbZu byt korelované k zénam zvySeného alebo zniZeného signélu.

Je treba poznamenat’, Ze matrice na kontinudlnu upravu v tomto pripade si membrana a plasticka félia.
Pre CF-HTS nie je gél nevyhnutny.

Priklad 8
CF-HTS test jednotlivych zlu¢enin na inhibiciu neuraminidazy
Matrica so vzorkou
Zbierka 528 jednotlivych, $truktiirne pribuznych zlicenin bola testovana pomocou CF-HTS. Na riedenie

zlicenin z fTasti¢iek do 96-jamkovych platni a na riedenie a transfer zIti¢enin na plastovej félii bol pouzity
Packard Multiprobe MP204 DT. Na zagiatku boli zli¢eniny zriedené zo 40 mM v DMSO z flasti¢iek na 4
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mM v DMSO do 96-jamkovych platni. Potom boli zriedené zo 4 mM v DMSO na 200 uM v 50 %
EtOH/H,0 v 96-jamkovych platniach. Tieto vzorky boli v 1 ul duplikatoch prenesené na plastové félie 8 cm
x 8 cm, priemerne s 5 mum rozostupmi medzi vzorkami (Bio-Rad kat. ¢. 165 - 2965), pre celkom 192 vzoriek
na folii. Kazda 1 pl bodka teda obsahovala priblizne 200 pmol jednotlivej zluceniny zo zbierky. Ako kontrola
boli na kazdd féliu blizko zlu¢eninam ruéne rozdelené série riedeni 2,3-dehydro-2-deoxy-N-acetylneura-
minovej kyseliny (DANA), znameho inhibitora neuraminidazy (Boehringer Mannheim ¢. 528544). Folie boli
vysudené vo vakuovej sudiarni tak, Ze kazda zlicenina hola vysu$ena na svojom vlastnom mieste na folii.

Matrica s enzymom

Pred testom bol enzym chripkovej neuraminidizy 1500-krat nariedeny z fosfatom pufrovanej solanky s
25 % glycerolu do skvapalneného agarového gélu pozostavajiiceho z 1 % agarézy, 50 mM citratu sodného
pH 6,0 a 10 mM chloridu vapenatého pri 40 °C. Bolo odliatych 8 cm x 8 cm x 0,75 mm enzymového gélu a
stuzené zniZenim teploty na 4 °C.

Matrica so substratom

Synteticky substrat chripkovej neuraminidazy, 2'-(4-metylumbeliferyl)-a-D-N-acetylneuraminova kyseli-
na (Sigma, kat. &. 8636), bol zriedeny z 3 mM v DMSO na 30 uM do skvapalneného agarového gélu a to bo-
lo odliate podobnym spdsobom, ako je opisané pre gél s enzymom.

Inkubacia a detekcia

Matrica s enzymom bola umiestnena na matrici so vzorkou na ti stranu, kde boli usuSené zlic¢eniny, o
ktoré ide. Potom bola matrica so substratom naskladana navrch matrice s enzymom. Matrice boli inkubované
30 minit pri RT. V tomto ase zhasany fluorescenény substrat a enzym difundovali spolu medzi dvoma gél-
mi, substrat bol enzymom §tiepeny a spdsoboval vzrast intenzity fluorescencie. Bolo to monitorované excita-
ciou pri 340 nm a emisiou pri 450 nm. Zluceniny, ktoré si schopné inhibovat’ aktivitu enzymu, vzrast inten-
zity fluorescencie zniZovali na najmensiu mieru. Ako pri géloch vzrastla vo va&sine miest intenzita fluores-
cencie, oblasti, ktoré obsahovali inhibitory enzymu, ktoré difundovali do gélu z plastovej folie, boli vidiet
ako tmavsie miesta s nizSou fluorescenciou. To sa I'ahko monitorovalo pomocou CCD kamery s vhodnymi
filtrami na kontrolu vinovych dizok emisie a excitécie. Identita zli¢enin vykazujicich zény inhibicie bola
stanovend podla umiestneni zén vzhladom na matricu s inhibitorom. Porovnavanim fluorescencie DANA
kontroly so zndémymi mnozZstvami kaZdého testovaného inhibitora bolo pre kazdu zliceninu uskutocnené
kvantitativne stanovenie ICsg.

Vietkych 528 ziucenin zbierky bolo testovanych dvojmo. Celkovy objem pouzitého gélu s enzymom bol
33 ml alebo 31,25 pl na test. Dalej boli vietky zhi¢eniny testované sucasne a podmienky testu boli v porov-
nani s tradiénym 96-jamkovym testom konstantné. Navyse d’alej, ako ukazuje obrazok 14, bol test dostatocne
citlivy, aby delegoval inhibitory so silou iba 100 uM. ICs, hodnoty néjdené pre aktivne zliCeniny dobre su-
hlasia s tymi, ktoré boli zistené pre tie isté zli¢eniny pri nékladnejSom 96-jamkovom teste, ktory na test vy-
Zadoval 200 pl. Pozri tabulku ,,Vysledky kvantitativneho gélového testu”. Tieto priklady ukazuju, Ze testo-
vanie zludenin v skupinich s vysokou hustotou znizuje naklady a ¢as. Napriklad aj mensia redukcia rozostu-
pu zludenin na 2,5 mm namiesto 5 mm ma za nasledok $tvorndsobny vzrast poctu zlucenin testovanych v jed-
notke objemu. V tomto pokuse by to na testovani zliceninu prinieslo zniZenie objemu pod 10 pl. S reagen-
tami sa este zachadza pohromade, bez nutnosti mat’ zariadenic na manipuldciu s malymi objemami kvapalin
pouzivanych pri miniaturizovanom skriningu.

Ako priklad sledovany na demonstraciu vyhod tejto miniaturizacie bolo pomocou CF-HTS testovanych
10 080 jednotlivych zligenin pri celkovom objeme enzymového gélu 17 ml (menej neZ 2 pl na test). Na roz-
miestnenie 30 nl kazdého zo vzoriek oddelenych po 1 mm bola pouzita ,,Packard Multipette®. Zliceniny boli
rozmiestiiované v DMSO pri koncentricii 5 mM tak, Ze priblizne 150 pmol kazdej zliceniny bolo nanese-
nych na plast. Ako kontrolny inhibitor bol znova pouzity DANA. Okrem obvyklej kontrolnej titricie mimo
stbor zlicenin, bol vnutri samotmého sitboru zahruty slepy pokus, pri ktorom boli kontrolné vzorky oSetrené
rovnako ako 10 080 neznamych, ked’ boli rozmiestfiované na plast. Ako predtym boli folie ususené a pouzité
v teste s neuraminidazou. Vietkych 10 080 vzoriek bolo touto metdédou sucasne preskiimanych za menej nez
jednu hodinu. Opét nebolo potrebné mikrofluidikim a/alebo manipulacia s malymi objemami okrem okami-
hu, ked boli zli¢eniny na poiatku rozmiestiiované na foliu. Extrémne vysoka hustota pri tomto teste neinter-
ferovala s detekciou inhibitora. Navyse dalej vysoka hustota nekomplikovala identifikdciu aktivnych zluce-
nin, aj ked’ fluorescenéné zlugeniny (Iahko pozorovatelné v géli ako jasnejsie Skvrny) boli v najblizSom su-
sedstve aktivnych zlu¢enin. Pozri obrazok 15.
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Vysledky kvantitativneho gélového testu

Vzorka &. | Priblizné max. Ki (uM) z gélu ICso (UM) zistené pri 96-
jamkovom teste

34 100 >100
35 80 >100
36 80 42

37 100 >100
38 100 >100
39 100 >100
40 40 32

41 100 >100
42 40 50

43 100 >100
44 >200 >100
45 100 >100
46 100 >100
47 10 1.5

43 100 >100
49 100 >100
50 100 >100

PATENTOVE NAROKY

1. Sposob sucasného testovania mnoZstva vzoriek rdznych latok na ich spdsobilost zosiliiovat’ alebo inhi-
bovat biologicky proces, zahfhajuci
(a) uloZenie malého objemu kaZdej z viac ne? 96 vzoriek rozdielnych latok v usporiadani na matricu tak, Ze
kaZda jednotlivé latka je siistredend na svoje vlastné odliSené miesto a identita kazdej latky méZe byt uréena
Z jej miesta uloZenia,

(b) uvedenie tejto matrice do styku s prvou poréznou matricou obsahujicou alebo nesicou rovnomerne roz-
ptylené prvé skusobné ¢inidlo a umoZnenie, aby Cast’ z kazdej latky difundovala do uvedenej poréznej matri-
ce takym spdsobom, Ze priestorové umiestnenie kazdej difundovanej latky méze byt korelované s miestom
na uvedenej matrici, na ktorom bola uvedena latka povodne uloZena, a

(c) uskuto¢nenie testu na stanovenie schopnosti kazdej difundovanej latky zosiltiovat’ alebo inhibovat uve-
deny biologicky proces pozorovanim interakcie kazdej latky s uvedenym skigobnym ¢inidlom,
vyznafujuci sa tym,Zeuvedena matrica je plandrna matrica.

2. Sposob podlanaroku 1, vyznaéujuci sa tym, Ze dalej zahffia stupeni (bl) uvedenia uve-
denej prvej poréznej matrice do styku s druhou matricou nesticou alebo obsahujicou druhé rovnomerne roz-
ptylen¢ skisobné Cinidlo a umozZnenia, aby druh¢ skusobné ¢inidlo difundovalo do prvej poréznej matrice,
alebo umoZnenia, aby kazda latka a prvé ¢inidlo difundovali do druhej matrice, priom sa v poslednom uve-
denom pripade zaisti, aby difizia prebiehala tak, Ze priestorové umiestnenie kazdej latky v druhej matrici
moéZe byt korelované s miestom na uvedenej planirnej matrici, na ktorom bola uvedena latka pévodne uloze-
na, a (c1) uskutoCnenia stupria (c).

3. Sposob podl'a naroku 1 alebo 2, vyznadujici sa tym, Ze jednym z rovnomerne rozptyle-
nych skdSobnych ¢inidiel je makromolekula.

4. Sposob podl'a néroku 1 alebo 2, vyznadujtici sa tym, Zejednym z rovnomerne rozptyle-
nych skusobnych ¢inidiel je enzym.

5. Spbsob podla naroku 1 alebo 2, vyznac¢ujuci sa tym, Ze jednym z rovnomerne rozptyle-
nych skusobnych ¢inidiel je surovy biologicky extrakt.

6. Sposob podla naroku 1 alebo 2, vyznadujici sa tym,Ze jednym z rovnomerne rozptyle-
nych skusobnych ¢inidiel su organely.

7. Sposob podla naroku 1 alebo 2, vyznadujlei sa tym, Ze jednym z rovnomerne rozptyle-
nych skusobnych ¢inidiel s celé bunky.

8. Spdsob podl'a naroku 1 alebo 2, vyznadujlici sa tym, Ze rovnomerne rozptylenym sku-
Sobnym Cinidlom st celé bunky nesené na jednom povrchu planarnej poréznej matrice.

9. Sposob podl'a ndroku 8, vyznadujiici sa t¥m,Zesauvedend interakcia zaznamenava sty-
kom uvedenej poréznej matrice s roztokom alebo kvapalnou suspenziou &inidla alebo s poréznou matricou
obsahujuicou ¢inidlo, ¢o v jednom aj druhom pripade napomaha zviditeI'neniu proteinu, ktorého expresia v
uvedenych celych bunkach je biologickym procesom, ktory je hodnoteny.
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10. Sposob podlanaroku2, vyznaéujici sa tym,Ze prvym skuobnym Cinidlom je znaéeny
ligand a druhym ska$obnym ¢inidlom je imobilizovany receptor pre uvedeny ligand.

11. Spdsob podla naroku 10,vyznadéujuci sa tym,Ze sa druha matrica vymyva na odstrane-
nie celého znaceného ligandu, ktory difundoval na alebo do uvedenej druhej matrice, ale nenaviazal sa na
uvedeny imobilizovany receptor.

12. Sposob podl'a naroku 11, vyznadujhci sa tym, Ze sa uvedena druha matrica uvedie do
styku s roztokom alebo kvapalnou suspenziou ¢inidla alebo poréznou matricou obsahujicou ¢inidlo, Co v
jednom i druhom pripade napoméaha pri vizualizicii znaéeného ligandu, neodstraneného vo vymyvacom
stupni.

19 vykresov
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OBR. 1A
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OBR. 3A
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MATRICA SO VZORKOU
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MATRICA SO ZNACKOVANYM LIGANDOM
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OBR. 4

MATRICA S MONOVRSTVOU BUNIEK
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OBR. 8A
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OBR. 14
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