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Uvod

V obdobi poslednych desiatich rokov doslo k prudkeé-
mu rozvoju metod, umoznujtcich $tidium expresie génov
a mapovanie génovych mutacii pomocou tzv. ,,DNA ¢i-
pov na tGrovni genému'". Pozornost biochemického,
biomedicinskeho a klinického vyskumu sa vSak Coraz viac
sustred’uje na studium proteinov alebo celkového proteino-
vého profilu proteomu®. K realizicii informacie
o zvySenej expresii génov dochadza prave cez proteiny,
z nich niektoré maju potencidl stat’ sa biomarkermi pato-
logickych procesov napr. pri nadorovych chorobach. Vy-
skum na urovni protedmu podnietilo aj poznanie, ze zvy-
Sena expresia génov v mnohych pripadoch nekoreluje so
zvysenou expresiou kodovanych proteinov’. Zakladnou
technikou proteomiky, pouzivanou pri charakterizacii roz-
dielov v expresii proteinov, stale zostdva dvojrozmerna
gélova elektroforéza (2D PAGE). Niektoré nedostatky
tejto metoddy (Casova narocnost’, problémy v reprodukcii
vysledkov, nemoZnost’ prenosu vysledkov priamo do kli-
nického testu) viedli k vyvoji metdd, zaloZzenych napriklad
na principe dvojrozmernej HPLC chromatografie®, &i
hmotnostnej spektrometrie, kombinovanej s tzv. proteino-
vymi ¢ipmi. Prikladom je SELDI TOF-MS (Surface-
Enhanced Laser Desorption/lonisation Time-of-Flight
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Mass Spectrometry)’ — rychla a extrémne citliva metoda,
ktora je schopnd vytvorit' a porovnat’ proteinovy profil
pacientov a zdravych jedincov a takto identifikovat’ viace-
ro navzajom korelujucich biomarkerov. Citlivost
a vypovedna hodnota takejto analyzy potom umoziuje
stanovit’ diagnozou pre niektoré nadorové ochorenia tak-
mer v 90 % (cit.%).

Vyhody detekcie viacerych proteinov v rdmci jedného
experimentu pomocou proteinovych ¢ipov je mozné vyuzi-
vat’ aj bez nékladnej pristrojovej techniky (laserové ioni-
zacné zariadenie, hmotnostny spektrometer). Na trhu sa
objavuju proteinové Cipy, tvorené pevnou fazou [sklo,
plast, PVDF (polyvinylidenfluorid) alebo nitrocelulozova
membrana] s naviazanym spektrom protilatok proti rozli¢-
nym antigénom, pritomnym v biologickych vzorkach
(sérum, plazma, slzy, mozgomiesny mok, mo¢, tkanivovy
exudat, nadorové tkanivo)’. Protilatky proti jednotlivym
cytokinom st viazané (imobilizované) na pevnl fazu ad-
sorpciou alebo pomocou chemickej vdzby na dvoch
(duplety), troch (triplety) pripadne aj Styroch miestach
naraz. Subor protilatok potom vytvara na povrchu pevnej
fazy mapu, s presne lokalizovate'nou polohou naviazané-
ho antigénu. Pritomnost’, ¢i nepritomnost’ antigénov vo
vzorke sa detekuje pomocou zmesi sekundarnych protila-
tok, znacenych biotinom. Po inkubacii so streptavidin-
peroxidazovym komplexom a nasledne s chromogénnym,
¢i chemiluminiscenénym substratom je mozné detekovat
signal vizudlne (pri pouZziti chromogénneho substratu)
alebo pomocou expozicie na fotograficky film, ¢i chemilu-
miniscenénym detektorom. Rozdiel v expresii proteinov
medzi vzorkami indikuji zmeny vo velkosti a intenzite
Skvin (tzv.“spotov) na definovanych miestach proteino-
vého Cipu. Denzitometricka analyza pomocou rozli¢nych
softvérovych produktov napr.volne dostupného programu
ImageJ] (National Institute for Health, USA)" umoziiuje
tieto zmeny porovnéavat’ a semikvantitativne hodnotit’.

Existuje viacero modifiké4cii proteinovych cipov —
usporiadanie vyuzivajice systém dvoch protilatok na imo-
bilizaciu a detekciu antigénu (analdgia so sendvicovym
usporiadanim protilatok v testoch ELISA) je oznacovany
ako ,antibody array protein chip®. Medzi jeho vyhody
patri citlivost pre dany subor antigénov, pohybujuca sa
v oblasti koncentréacii radovo 10~*g mI™". Citlivost’ v tejto
oblasti, spolu s moznostou sledovat’ zmeny v expresii
viacerych proteinov vjednom experimente predurcuje
pouzitie metdody na detekciu malych signalnych proteino-
vych modulatorov imunitného systému — cytokinov.

Cytokiny su hlavnymi protagonistami v procese imu-
nitnej odpovede na infekciu a nador'". Fyziologicky su
pritomné a u&inné uz pri koncentraciach 107> g ml™" krvi.
Cytokiny nepdsobia jednotlivo, ale v kaskdde na seba na-
vzéajom nadvizujicich interakcii. Zmena v expresii jedné-
ho cytokinu indukuje zmeny v expresii d’alSich cytoki-



Chem. Listy 102, 269-273 (2008)

nov. Sledovat’ zmeny viacerych parametrov naraz je dole-
zitym krokom k pochopeniu a vysvetleniu vzdjomnych
interakcii v ramci zlozitej cytokinove;j siete.

Pouzitie proteinovych Ccipov na detekciu zmien
v hladinach viacerych cytokinov v jednej vzorke je preto
logické. Experimentator sa pri praci s nimi moze stretniit
s niektorymi neziaducimi javmi, vyplyvajiicimi zo samot-
nej povahy vzoriek, z postupu ich izolacie a uskladnenia
a z pritomnosti interferujucich zloziek. Jednym z vyznam-
nych neziaducich efektov je tzv. ,,matricovy efekt* (matrix
effect), ktory je definovany ako subor neziaducich inter-
akcii zloziek vzorky, nepriaznivo ovplyviujicich detekciu
analytu. V pripade metéod zaloZzenych na detekcii
a kvantifik4cii analytov pomocou protilatok je jednym
z najcastejsie sa uplatiujucich efektov tzv. efekt proteino-
vej matrice vzorky. Vo vzorke s vysokym obsahom protei-
nov dochadza k stérickej blokacii interakcie antigénov
s protilatkou, imobilizovanou na pevny povrch. Analyt je
pritomny, ale nedochadza k jeho interakcii s protilatkou.
Inkubécia na trepacke (kedy dochadza k premieSavaniu
vzorky), spolu s vhodnym riedenim vzorky (ktoré znizi
viskozitu, ale zaroven nenariedi analyt vo vzorke pod de-
tekénl hladinu metdédy) moédZe pomoédct odstranit’ tento
problém, resp. ho minimalizovat’. Optimalne riedenie vzo-
riek, pri ktorom sa dosiahne najvy$si pomer signal/Sum si
vSak musi pre kazdy typ vzorky ur¢it’ samotné pracovisko.
Druhym vyznamnym neziadiicim javom je pritomnost’
endogénnych peroxidaz. Proces optimalizacie ziskavania,
pripravy a Upravy vzorky teda vyrazne ovplyviiuje vysle-
dok celého stanovenia aje kI'i¢ovym krokom pri praci
s proteinovymi ¢ipmi.

Ciel'om tejto prace je preto prezentovat’ optimalizova-
ny protokol na Setrni extrakciu cytokinov z nidorového
tkaniva aupravu vzoriek (nadorové lyzaty a séra) pred
detekciou na proteinovych c¢ipoch typu ,antibody array.
Protokol vznikol na zéklade skusenosti z Laboratofe biolo-
gie nadord UZFG v Libéchove a v spolupraci s MBU AV
CR v Prahe.

Experimentalna cast’

Metddou proteinovych Cipov sme mapovali expresiu
19 cytokinov vkrvnom sére alyzitoch znadorov
(sarkdmov) na potkanoch linie Lewis.

Krvné sérum

Krv na izolaciu séra sme pokusnym zvieratim odobe-
rali zchvostovej Zily do polypropylénovej skumavky
(skimavky z polystyrénu nie su vhodné kvoli adsorpcii
proteinov na povrch skiimavky), mnozstvo odobranej krvi
bolo cca 1,5 ml. Krv sme nechali vyzrazat 1 hodinu pri
laboratornej teplote. Hodinovy interval postacuje na vy-
taznost’ cca 0,4-0,7 ml séra z 1,5 ml krvi. DlhSia doba
zrazania nie je potrebnd, ani vhodna kvoli moznej degrada-
cii vzorky. Po centrifugacii (1100 x g, 4 °C, 10 min) sme
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sérum zbavené krvného kolaca opédtovne centrifugovali pri
rovnakych podmienkach. Ku vzorkdm sme pridali azid
sodny vo findlnej koncentracii 0,2-0,4 % na inhibiciu
aktivity endogénnych peroxidaz (koncentricia azidu sod-
ného bola optimalizovana na zaklade inhibi¢ného efektu
na aktivitu peroxiddz, urfovani meranim absorbancie
chromogénneho substratu). Takto oSetrené sérum sme
alikvotovali a ulozili pri —80 °C az do analyzy.

Nadorové lyzaty

V celkovej anestézii sme vykonali exciziu nadorov,
ktoré vznikli po podkoznej aplikacii buniek, izolovanych
zo sarkému, objaveného na jednom jedincovi laboratorne-
ho potkana linie Lewis'? na nafom pracovisku. Vzorky
s rozmermi 1x1x1 cm sme fixovali na korkovi podloz-
ku, nasledne celé zaliali kryoprotektivnym médiom (Jung
tissue freezing medium) a zmrazili v tekutom dusiku. Na-
sledne sme ich preniesli a uschovali pri —80 °C alebo pria-
mo spracovali na sériové kryorezy hribky 810 um (Leica
CM 1850 cryocut) pri teplote —25 °C. Cca 100 kryorezov
z kazdej vzorky sme preniesli do polypropylénovej sku-
mavky, v ktorej sme ich zaliali 1 ml vychladené¢ho lyzac-
ného pufru (50 mM Tris, pH 7,4, 250 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 50 mM NaF, 1 mM Na;VO,, 1% Triton X-100,
Sigma). Tesne pred pouZzitim sme do lyzacného pufru pri-
dali zmes inhibitorov proteaz (Complete Protease Inhibitor
Tablets, Roche) a1l mM PMSF (phenylmethylsulfonyl
fluoride, Roche). Samotnu extrakciu proteinov sme usku-
tocnili pri 0 °C na l'ade pocas 30 min s ob¢asnym vortexo-
vanim vzorky. Nasledne sme extrakty centrifugovali
15min pri 4°C (12000 x g). Tato procedura viedla
k precisteniu vzorky. (V pripade pouzitia vzoriek melanod-
mov, napr. mySacej nadorovej linie B16 alebo vzoriek
melandmov miniprasiat linie MeLiM, viedol tento postup
k uplnému vyc€ireniu vzorky  a odstraneniu melaninu
z pigmentovanych nadorov).

Lyzaty z niektorych nadorov mozu byt zna¢ne hemo-
ragické a vykazuju vysoku koncentraciu interferujucich
latok s peroxidazovou aktivitou. Ked” sme k takémuto ly-
zatu pokusne pridali chromogénny, pripadne chemilumi-
niscencény substrat pre peroxidazu, zaznamenali sme vyso-
ky signél (pre niektoré vzorky az 1,5-3,5 jednotiek absor-
bancie pri vlnovej dizke 450 nm pre TMB substrat).
K odstraneniu tohto javu a inhibicii zloziek s endogénnou
peroxidazovou aktivitou sme opédtovne pouzili azid sodny
(0,8-1,5 %). Pred samotnou detekciou pomocou proteino-
vych Cipov sme nadorové lyzaty ekvilibrovali t.j. upravili
na rovnaku koncentraciu celkovych proteinov v kazdej
vzorke. Celkovu koncentraciu proteinov sme stanovovali
pomocou kitu (BCA Protein assay kit, Pierce). Na zaklade
vysledkov sme vzorky upravili na rovnakt hodnotu kon-
centracie proteinov riedenim pomocou vzorkového pufru,
prilozeného ku kazdej sade proteinovych ¢ipov. Zvysenie
signdlu pre dany cytokin(y) v porovnani s kontrolnou
vzorkou takto skutoc¢ne reflektuje vySsiu expresiu cyto-
kinov (analdgia s ekvilibraciou vzoriek pri SDS-PAGE).
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Detekcia cytokinov

Na detekciu cytokinov v krvnom sére a nadorovych
lyzatov sme pouzili proteinové Cipy firmy RayBiotech
(USA). Ide o produkt pod nazvom ,,RayBio Rat Cytokine
Antibody Array®“. Sada obsahuje proteinové Cipy, tvorené
nitrocelulézovou  membranou s presne lokalizovanymi
oblastami naviazanych protilatok proti 19 potkanim cyto-
kinom. Kazdy cytokin detekuje protilatka na dvoch para-
lelne pod sebou leziacich miestach na Cipe. Sadu dalej
tvori subor pufrovacich roztokov na riedenie vzoriek
a premyvanie medzi jednotlivymi inkubdciami, zmes de-
tekénych protilatok znacenych biotinom a koncentrovany
roztok komplexu streptavidin-chrenova peroxidaza.

Signal sme detekovali pomocou chemiluminiscenéné-
ho detektora LAS-1000, je mozné ho vsak detekovat’ aj
expoziciou na film, podobne ako pri metéde SDS-PAGE.
Obrazové subory boli spracované pomocou programu Ima-
geJ (National Institute for Health, USA)', voIne dostup-
nom na Internete.

Vysledky a diskusia

V praci uvadzame postup izoldcie cytokinov z na-
dorov pomocou extrakcie z kryorezov. Tato metoda je
sice Casovo naroc¢nejSia ako bezné postupy s homoge-
nizatormi, na druhej strane vSak umoznuje SetrnejSie spra-
covanie vzorky, ¢o moze mat’ vplyv na vacsiu vytaznost
cytokinov. Okrem toho je mozné sériové rezy, pripravené
z rovnakej oblasti nadoru, z akej sa pripravuje lyzat, histo-
logicky spracovat’ a konkrétne cytokiny a bunky, ktoré ich
produkuju, detekovat’ aj imunofluorescencne znacenymi
protilatkami. Tato metéda teda umoziuje komplexne
a detailne Studovat’ mikroprostredie nadoru (,,tumour mic-
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Obr. 1. Demonstracia tzv. efektu proteinovej matrice (protein
matrix effect). Neriedené vzorky séra 1-4 vykazuju paradoxne
niz§iu hodnotu absorbancie, ako je hodnota pre 0 pgml™
v kalibracnej Ciare (zobrazené posledné Styri hodnoty). Namerané
udaje su zanalyzy interferonu-gama pomocou metéody ELISA,
pracujucej na rovnakom principe, ako proteinové Cipy
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roenviroment*).

Velmi dolezitym aspektom pri priprave vzorky je
optimalne riedenie — v komercnych ELISA kitoch
a uvedenych proteinovych ¢ipoch sa doporucené riedenie
pohybuje v rozmedzi 2—10krat, nie je vSak univerzalne. Pri
skuSani vhodného riedenia vzorky je mozné pozorovat
paradoxny jav — so zvySujicim sa riedenim sa zvySuje
signal pre analyt az po ur€ity inflexny bod, kedy dochadza
k poklesu  signalu v dosledku  velkého  riedenia
a dosiahnutia podprahovych hodnét detekcie. Data, de-
monstrujuce efekt proteinovej matrice boli ziskané pomo-
cou komeréného ELISA kitu na detekciu IFN-gamma
(interferon gama) na spektrofotometri TECAN SUNRISE
(Scholler) pri vlnovej dizke 450 nm, po zastaveni reakcie
1 M H,SO, (obr. 1). Absorbancia vzoriek je nizSia ako
absorbancia prisluchajiuca nulovej koncentracii analytu
(koncentracii 0 pg ml™" v kalibraénej &iare). Tento zdanli-
vo nezmyselny vysledok je sposobeny vysokou koncen-
traciou proteinov vo vzorke, ktoré znemoznuju kontakt
antigénu s protilatkou a zarovein poOsobia ako blokacny
roztok. Nespecifickd vizba sekundarnej protilatky, pripad-
ne komplexu streptavidinu s peroxidazou na plast je potom
niz§ia, ako v pripade nulovej koncentracie Standardu
v kalibracnej Ciare. S tymto javom sa Casto stretavaju pra-
coviskd, pouzivajuice metddu ELISA na detekciu
a kvantifikaciu niektorych proteinov v biologickych vzor-
kach. V mnohych pripadoch mézZe byt efekt proteinovej
matrice pri¢inou nepouzitel'nosti udajov, nameranych po-
mocou drahych ELISA detekénych suprav, rovnako ako
,antibody array“ proteinovych c¢ipov. Vhodné riedenie
vzoriek je preto kI'icovym krokom pri detekcii cytokinov
pomocou tychto dvoch metdd. Optimalne riedenie pre nase
vzorky séra bolo 1:8 (vzorka : vzorkovy pufor), pre na-
dorové lyzaty 1:7 (lyzat : vzorkovy pufor).

Vzorky séra ilyzatu z naddorového tkaniva Casto vy-
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Obr. 2. Aktivita endogénnych peroxidaz a myeloperoxidaz vo
vzorke séra potkana linie Lewis s indukovanym nadorom,
merana pred pridanim (0 %) a po pridani réznych koncent-
racii azidu sodného. Dostato¢ny inhibi¢ny u€inok ma azid sodny
v oblasti 0,2-0,4 %. Absorbancia merana po zastaveni reakcie
1 M H,SO,pri 450 nm
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kazuji  vysokt  aktivitu  endogénnych  peroxidaz
a myeloperoxiddz. Ich pritomnost’ vo vzorkdch zniZzuje
citlivost’ detekcie antigénu zvySovanim neSpecifického
signalu pozadia a znizenim pomeru signal/Sum. ,,Cytokine
antibody array proteinovy Cip rovnako ako ELISA ainé
imunodetekéné techniky vyuZivajl peroxidazové konjuga-
ty na detekciu naviazaného antigénu. Pritomnost’ zloziek
s endogénnou peroxiddzovou aktivitou vo vzorke je teda
neziaduca, pretoZze nepriaznivo ovplyviiuje samotné stano-
venie. Pridavok azidu sodného vo vhodne zvolenej kon-
centracii moze pomoct’ odstranit’ tento problém. Testovali
sme inhibi¢nu aktivitu azidu sodného na endogénne pero-
xidazy pomocou merania zmien absorbancie pri 450 nm
(substratom, indikujucim mieru aktivity peroxiddz bol
TMB) pre rozli¢né koncentracie azidu sodného. Optimalna
findlna koncentracia azidu pre vzorky séra bola urcena
v rozsahu 0,2-0,4 %, pre nadorové lyzaty sa pohybovala
vrozmedzi 0,8—1,5%. Dalsie zvySovanie koncentracie
azidu sodného, pridavaného do vzoriek, nie je Ziaduce,
pretoze pri nedokonalom premyti pocas analyzy na protei-
novom ¢ipe hrozi inhibicia detekénej peroxidazy. Na do-
siahnutie pozadovanej koncentracie sme azid sodny prida-
vali do vzoriek zo zasobného 20% roztoku. Pre ilustraciu
je pritomnost’ endogénnych peroxidaz (detekovana pridav-
kom chromogénneho substratu pre peroxiddzu — TMB)
anasledna inhibicia ich aktivity pomocou azidu sodného
uvedena na obr. 2 a obr. 3. Ako pridanie azidu sodného vo
vhodnej koncentracii ovplyvni vysledok stanovenia pomo-
cou proteinového Cipu je markantné z obr. 4. Po prevedeni
intenzit signalu vzoriek, pozitivnych kontrol a pozadia do
formatu 3D pikov je tato situdcia eSte zretelnejSia (obr. 5).
Pouzitie azidu sodného v uvedenych nizkych koncentra-
ciach je vyhodné aj kvdli jeho konzervaénym ucinkom na
vzorky (bezne sa pouziva na konzervovanie protilatok
a Standardnych proteinov).
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Obr. 3. Inhibi¢ny ucinok azidu sodného na endogénne peroxi-
dazy a myeloperoxidazy v nadorovom lyzate, merany na za-
klade poklesu absorbancie chromogénneho substratu pre
peroxidazu (TMB). Dostatocna inhibicna koncentracia azidu
bola v oblasti 0,8—1,5 %
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Obr. 4. Porovnanie intenzity pozadia a pomeru signal/Sum na
dvoch vzorkach nadorovych lyzatov na dvoch proteinovych
¢ipoch; a) s pridavkom azidu sodného (1,5 %), b) bez pridavku
azidu sodného. Obrazok invertovany v programe ImagelJ

Obr. 5. 3D mapa dvoch proteinovych ¢ipov s vyobrazenymi
pikmi intenzit signdlov pre jednotlivé cytokiny. Vzorka na
proteinovom ¢ipe ,,b* ma zretelne vyssie pozadie (ne$pecificky
signal), oproti situacii pozorovanej na Cipe ,,a“, kde sa na detek-
ciu pouzila vzorka (lyzat z nadoru), oSetrena pridavkom azidu
sodného (1,5%). Spracované v programe ImageJ

Zaver

Vtejto praci prezentujeme optimaliziciu pripravy
vzoriek séra a nadorovych lyzatov na Stidium cytokinov
pomocou techniky ,,antibody array“ proteinovych Eipov.
S ohl'adom na moznu degradaciu cytokinov vo vzorkach
nadorov sme navrhli postup ich izoldcie priamo
z kryorezov pri zniZenej teplote pocas celej extrakcie. Po-
mocou tdajov, ziskanych technikou ELISA, pracujiicou na
rovnakom principe ako ,,antibody array* ¢ip, sme demon-
Strovali efekt proteinovej matrice vzorky, ktory nepriaznivo
ovplyviluje samotné stanovenie cytokinov vo vzorkach
s vysokym obsahom proteinov. Dokazanu pritomnost’ endo-
génnych peroxidaz alatok s peroxidazovou aktivitou vo
vzorkach sme inhibovali pridavkom azidu sodného vo vhod-
ne zvolenych (po sérii titracii) koncentraciach.
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Proteinové Cipy v usporiadani ,,cytokine antibody
array“ predstavuju techniku, vhodnli na multiparametrovt
analyzu niektorych cytokinov, uplatiujtcich sa v réznych
fyziologickych i patologickych procesoch. Laboratof bio-
logie nadord UZFG AV CR, v.v.i. v Libdchove vyuZiva
tuto techniku na Stidium interakcie sarkomovych buniek
s imunitnym systémom pocas progresie a pri spontannej
regresii nddorov u potkanov linie Lewis.

Tato praca vznikla s podporou grantov GACR
524/04/0102, 523/03/H076 a 310/03/HI147, GA AV CR
144600450601 a I4A500200510, Vyzkumného zaméru
UZFG AV CR v. v. i. & AV 0Z50450515, ¢ AV
0750200510, MSM 6046070901 a NPVII 2B06130.

Zoznam pouzitych skratiek

2D PAGE two-dimensional polyacrylamide gel elec-
trophoresis (dvojrozmerna gélova elektro-
foréza)

MeLiM Melanoma-bearing Libechov  Minipigs
(melané6m nestice miniprasiatka z Libé-
chova)

PVDF polyvinylidenfluorid

SDS PAGE  Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS gélova elektroforéza)

TMB tetramethyl benzidine (tetrametylbenzidin)
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Background and Objectives

Two-dimensional SDS PAGE (sodium dodecyl sul-
fate polyacrylamidegel electrophoresis) coupled with
mass spectrometry is still a mainstream approach to ana-
lysing multiple protein expression levels. The requirement
for some sophisticated devices and the lack of quantitative
measurements for low-abundant proteins (e.g. cytokines)
greatly limit its broad application. Cytokines present in the
pg/ml levels in non-stimulated biological samples are tra-
ditionally detected by ELISA. We used a cytokine anti-
body array, a highly sensitive protein chip, for simultane-
ous detection of multiple cytokine expression levels in rat
sarcoma lysates and serum samples .

Material and methods

We present here an optimized protocol for preparation
and handling of tumour tissue lysates in protein chip detec-
tion. The sarcoma samples were processed at low tempera-
tures to prevent cytokine degradation. Tumour cryosec-
tions (8—10 mm) were used for extraction of cytokines.
The addition of NaNj; destroyed a high endogenous peroxi-
dase activity, which may interfere with protein chip assay
and decrease the signal/noise ratio. The data for the protein
matrix effect from sandwich ELISA can also affect the
protein chip detection. The optimal dilution of samples
must be found to prevent pitfalls due to the non-optimal
signal-to-noise ratio. This also enables recovery of low
amounts of cytokines from difficult samples.

Results

We report optimized procedures for extraction, sam-
ple handling, inhibition of endogenous peroxidase activity
and prevention of the protein matrix effect in serum and
tumour lysates by detection of cytokine expression using
the cytokine antibody array protein chip.



