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Anotace:

Tato diplomova prace se zabyva vyuzitim novych trendi v oblasti mikrofluidiky
a soucasné vyuzitim magnetickych mikro- a nanoc¢astic v bioanalytickych aplikacich. Cilem
prace bylo sestaveni vhodného schématu pro vyuziti mikrofluidnich pump a ventili pro
aplikace ve vybraném mikrofluidnim ¢ipu a déale porovnat funk¢nost provedeni analyz
v mikrofluidnim systému se standardnim vsadkovym usporadanim.

Testovany byly tii bioanalytické aplikace. Stépeni o-kaseinu trypsinem navazanym na
magnetickych casticich. Fosforylace peptidového substratu, na jehoz zakladé byla dale
testovana operacni stabilita pouzitého nosice, a izolace ovalbuminu ze standardni smési

proteind. VSechny uvadéné aplikace byly uspeésné pievedeny do mikrofluidniho uspotadani.

Klic¢ova slova:

mikrofluidika, magnetické Castice, interakce enzym-substrat, imunoafinitni chromatografie,

lab-on-chip

Annotation:

This thesis focuses on new trends in microfluidics and current use of magnetic micro- and
nanoparticles in bioanalytical applications. The aim of the work was to set and optimize the
microfluidic system, pumps and valves for applications in a selected microfluidic chip and
compare the accomplishment of the analysis in a microfluidics system with a standard batch
arrangement.

Three bioanalytical applications were tested. Cleavage of a-casein by trypsin
immobilized on magnetic particles. Phosphorylation of the peptide substrate and ovalbumin
isolation from the protein standard. All reported applications have been successfully converted

for use in a microfluidic system.
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UVOD

Obliba modernich biologickych metod pro analyzy vzorka neustale roste, a s ni rostou
také pozadavky na efektivnéjs§i a rychlej$i postupy vSech krokti v pribcéhu analyzy.
Automatizace je proto nezbytnou soucasti dneSnich vyzkum nejen v rliznorodych
biologickych disciplinach, ale i environmentalnich technologiich, mediciné a potravinarstvi.
Tento trend je znatelny také v oblasti mikrofluidiky, coZ je obor zabyvajici se proudénim
tekutin v zafizenich s velmi malymi rozméry. Z toho plyne vyhoda mikrofluidnich systémt,
tedy moznost vystacit s omezenym mnozstvim vzorku a nizkou spottebou reakcnich Cinidel
s potencidlem zvySeni citlivosti metod. Pro snadné&j$i manipulaci s kapalinami v mikrofluidnich
systémech byla vyvinuta zafizeni, kterd umoziuji automatizaci ovladani a kontrolu priitoku
kapalin. Zavedeni téchto zatizeni do bézné praxe by mohlo vést ke zjednoduSeni a zdokonaleni
priub&hu analyz. V soucasné dobé¢ je kli¢ové prozkoumat limity i benefity takovychto zatizeni
a optimalizovat podminky pro jejich pouZiti.

V biochemickych a biologickych aplikacich provadénych v mikro¢ipovém uspotadani
jsou dnes jiz b&zné vyuzivany magnetické &astice (MC). Ty piedstavuji relativné rychlou
a snadnou cestu pro izolace biospecifickych latek ¢i katalyzu reakei jako nosi¢e enzymd.
Spojeni vlastnosti mikrofluidnich systémil s magnetickymi casticemi otevielo nové moznosti
studia biologickych procest in vitro. V souvislosti s tim jsou zminovany napiiklad izolace a
studium cirkulujicich nadorovych bungk ¢i transport a distribuce 1é€iv v organismu.

Ve své praci se zamé&fuji na testovani mikrofluidniho systému pro nastaveni a kontrolu
prutoku pro mikro¢ipové aplikace a prevod experimentti, dilezitych pro studium biologicky
aktivnich latek, do mikrocipu. Jednou z aplikaci je enzymova modifikace - fosforylace
peptidového substratu. Studium fosforylaci je nezbytné pro pochopeni posttranslacnich
modifikaci proteind, které maji vyznamnou roli v regulaci biologickych procesti. Nejen v tomto
sméru by mohla mikrofluidni zafizeni v kombinaci s magnetickymi ¢asticemi pomoci objasnit

fungovani metabolickych procesii a poruch v lidském organismu.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Mikrofluidika

Jiz nékolik desetileti slychame o trendu miniaturizace, ktery je spojovan s modernimi
technologiemi napfi¢ vSemi védnimi obory. Diky tomuto trendu vznikl také obor zabyvajici se
proudénim tekutin v zafizenich s velmi malymi rozméry, a to v fddu mikrometrti. Tento obor
se nazyva mikrofluidika [1]. Mikrofluidika je povazovana za multidisciplinarni obor, nebot
je vyuzivéana v rtiznorodych odvétvich. Mezi né€ patii naptiklad chemické inzenyrstvi, fyzika,
chemie, biochemie, nanotechnologie ¢i biotechnologie [2]. Kazd4 z téchto oblasti vyuziva
vyhod mikrofluidiky, které plynou z jejich zakladnich vlastnosti. Vlastnosti, které mikrofluidni
zafizeni charakterizuji jsou snadna ptenositelnost, relativné dobie definované podminky, maly
vnitini objem, velky pomér vnitini plochy a vnitiniho objemu a kone¢né, malé mnoZzstvi
zpracovavaného vzorku. Obvykle jsou davkovany objemy v rozsahu mikrolitrti az femtolitrt.
Mikrofluidni zafizeni tedy nabizeji obecné nizkou spotiebu vzorku a také nizké néaklady
na experiment [3, 4].

Jednim z pojmd, ktery je v souvislosti s mikrofluidikou uzivan, je integrace typickych
krokli zpracovani vzorku do jednoho funkéniho zatizeni, oznacovaného jako Lab-on-chip
(laboratof na ¢ipu) nebo také Mikropriitokové analytické systémy (uTAS — Micro total analysis
system). Masivni ndstup vyvoje uTAS zatfizeni odstartovaly vyznamné projekty na prelomu 80.
a 90. let. Diky financni podpofe agentury DARPA (Defense Advanced Research Project
Agency) byl odstartovan projekt, jehoz cilem bylo vybavit armadu pfenosnymi a snadno
ovladatelnymi analyzatory. Ukazalo se, Ze takovéto systémy by byly vhodné i naptiklad pro

laboratofe rozvojovych zemi [2].
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1.1.1 Vyvoj a aplikace

Mikrofluidni systémy prochazi fazi intenzivniho vyvoje jiz dvé desetileti. Cipy byly
zpocatku navrzeny pouze na principu rovnych kanalk a vyvinuly se pies separacni kiize
az k pomérné slozitym konstrukcim, které spojuji nékolik na sebe navazujicich krokt analyzy
[2]. Védecké tymy po celém svété vyuzivaji mikrofluidiku ve svych projektech a jejich aplikace
jsou rozlicné. Od jiz zminéné laboratote na Cipu [2], DNA ¢ipt [5], diagnostickych zafizeni
az po spojeni s elektroforézou [6], PCR [7] ¢i hmotnostni spektrometrii [8].

V souvislosti se zdokonalovanim a zmenSujicimi se vnitfnimi priméry bylo nutné
zdokonalovat také instrumentaci. Byly proto vyvinuty mikroreaktory, mikromisice,
mikroseparatory, mikropumpy, mikroventily i mikrosenzory pro meéteni prutoku. Na rozdil
od proudéni v makro svété vyuziva mikrofluidika rozdilné pohénéci principy, coz je zplisobeno
pozadavky, které jsou kladeny na rozméry zatizeni. Modulace pritokové rychlosti a stabilita
prutokového profilu hraji rozhodujici roli ve vykonu takovychto zatizeni. Hydrodynamické
kolisani zhorSuje vykon mikrofluidnich systému, které vyzaduji stalé toky [9]. Obzvlaste
v biologickych experimentech je nezbytné davkovat tekutinu pfi rychlosti < 1ul/min. po celou
dobu pribehu experimentu, tedy v fadu hodin. Proto jsou mikrofluidni pumpy nedilnou soucasti
pro spravné fungovani a modulaci priatoku v mikrofluidnich systémech. V nékterych piipadech
museji byt pumpy schopny pracovat pifi extrémné vysokych tlacich a zaroven pfi nizkych
pritocich [9].

Diky stalému zdokonalovani se v poslednich letech vyzkum dostal tak daleko, ze dal
vzniknout terminu Organs-on-a-chip, neboli organy na Cipu. Jedna se o mikrofluidni zatizeni
pro kultivaci bunék, které simuluje ¢innost, mechaniku i fyziologickou odezvu danych organt
a organovych systému. Tato aplikace by mohla umoznit monitorovani v redlném case [10].
Nékteré studie Sly jesté dale a vytvotily multiorgdnové zatizeni, které se nazyva Human-on-a-
chip (Clovek na ¢ipu). Diky nému by bylo mozné piedvidat vedlejsi u€inky testovanych 1é¢iv.
To by potencialné mohlo do zna¢né miry omezit ¢i zcela eliminovat testovani 1ékl na zviratech.
Na takovémto typu Cipu by v nejlep§im mozném piipad¢ $lo sledovat prub¢h infekei nebo vliv
ruznorodych latek na lidsky organismus jako celek [11, 12]. Dodnes byly jako umélé

mikroorgany vykultivovany napfiklad ledviny, plice, jatra i srdce.

14



Obrazek 1 — Plice na c¢ipu (upraveno podle [13])

Kazdy organovy cip je slozen zc¢irého ohebného polymeru o velikosti pocitatové
pamétové karty. Obsahuje duté mikrofluidni kanalky lemované zivymi buitkami specifickymi
pro lidské organy a propojenymi umélym cévnim systémem s lidskymi endotelidlnimi
buitkami. Mechanickymi silami lze napodobovat mikroprostfedi zivych organt, vcetné
dechovych pohybt v plicich ¢i peristaltickych ve stievech [12]. V roce 2018 publikovala
skupina veédcii pod zastitou Wyss Institute pii Harvardské univerzité ¢lanek, ve kterém hovoii
o Cipu s modelem neurovaskuldrni jednotky, diky kterému odhalili vazbu endotelovych
a neurondlnich bun€k [14]. Dalsi studie védeckého tymu spolecnosti Wyss, kterd byla
publikovdna v ¢asopise Lab on a chip, byla zaméfena na rozSifeni funkénosti Cipil tim,
ze integruje multielektroskopické pole do Cipt, které mohou méfit chovani elektricky aktivnich
bunék jako je tomu naptiklad u bun¢k srdecniho svalu [15]. Védci z britské Imperial College
London byli prvni, kdo pouzil technologii umélych lidskych organt na ¢ipu k vyzkumu
patogent a jejich interakci s danym organem. K vyzkumu byla pouzita uméla jatra na Cipu,
kterd vyvinuli védci v MIT, University of Oxford a biotechnologické spolecnosti CN Bio
Innovations. Zamé¢fili se na studium infekce virem hepatitidy B a sledovali, jak virus na jatra

pusobi [16].
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1.1.2 Vyroba mikrofluidnich ¢ipi

V prvopocatku byla vétSina mikrofluidnich zafizeni vyrdbéna z kiemiku ¢i ze skla.
S pokrokem v jednadvacatém stoleti vSak byly vyvinuty technologie, které pro odlévani
zafizeni o mikrorozmérech pouzivaji polymery. Tato moznost umoznila mnohym laboratofim
zaCit provadét vyzkumy na poli mikrofluidiky, diky vyrazn€ niz§im nakladim a Casové
narocnosti [17]. Mikrofluidni Cipy jsou vyrdbény pomoci mnoha metod jako je napiiklad
odpafovani materidlu laserem, mikroobrabéni polymerti pomoci laseru, razeni za tepla
artuznymi druhy litografie. Fotolitografie je technika pfenosu vzoru na povrch substratu.
Dochazi k rozprostieni fotoreaktivniho materidlu po rotujicim podkladu. Nasledné je fotorezist

vystaven UV zafeni a poté dochazi k odleptani zbytkl fotorezistu (Obr. 1) [18].
FOTOLITOGRAFIE

fotorezist
$102

pokryti desky
Si fotorezistem

o ||| LLLLLL

prekryti maskou a
osviceni UV zarenim

odleptani fotorezistu na
neozarenych oblastech

odleptani SiO2 vstvy a
nasledné odstranéni
zbytku fotorezistu

Obrazek 2 — Fotolitografie (upraveno podle [18])

Technika lisovani za tepla je zalozena na tlaeni zahtadtého polymeru do formy.
Po ochlazeni je vyndan a diky zahiati ma sklovitou nebo polokrystalickou mikrostrukturu.
Vyhodou této techniky je moZznost vytvofit nano nebo mikro strukturu a rychlé¢ zhotoveni

mnoha kopii bez poskozeni originalu (Obr. 2) [18].
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Obrazek 3 - Technika lisovani za tepla (upraveno podle [18])
technologie moznost vytvaret mnohocetnd spojeni kanalkli bez nebezpec¢i tvorby mrtvych
objemu a netésnosti [9].

Co se tyce ¢ipti v medicinskych aplikacich, jako jsou napfiklad jiz zminéné organy
na ¢ipu, je vdneSni dob& nejCastéjsi technologii pro jejich vyrobu mekka litografie
polydimethylsiloxanu (PDMS). Jednozna¢nou vyhodou pro pouziti PDMS pro vyrobu
mikrofluidnich ¢ipi je jeho pruhlednost, kterd umoznuje sledovat proces v ¢ipu pod
mikroskopem. Také se vyznacuje nizkou mirou autofluorescence, ptilnavosti ke sklu ¢i dalsi
vrstvé PDMS. Podobné vlastnosti maji Cipy vyrobené z polymethylmetakrylatu (PMMA).
Mohou byt tedy vyrobeny vicevrstva zafizeni. Material je deformovatelny, coz poskytuje
moznost integrace mikrofluidnich ventilii a snadné ptipojeni propustnych kapalinovych spoju.
Dalsimi materidly pouzivanymi pro vyrobu mikroCipli jsou polyethylentereftaldt (PET) a
polykarbonat [13]. Oproti dfive pouzivanému kifemiku ¢i sklu, je vyroba nékolikandsobné
levngjsi, ale chemicka odolnost je u polymernich materiali obecné horsi. Daji se vSak najit i

vyjimky.
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1.1.3 Fyzikalni jevy v mikrofluidice

1.1.3.1 Reynoldsovo ¢islo

Ptechod mezi makro a mikro prostfedim je doprovazen zménou vlastnosti kapalin.
V mikrokanalcich se projevuje rozdilné proudéni kapalin, nez je tomu naptiklad v potrubi. Déje

v tekutinach jsou charakterizovany Reynoldsovym ¢islem [2].

Re — Reynoldsovo ¢&islo, m — dynamickd viskozita [Pa's], p — hustota [kgm™],
1 — charakteristicky rozmér [m], v — rychlost [m-s™]

Reynoldsovo ¢islo je bezrozmérna veli¢ina. Podle jeho hodnoty lze usuzovat na to, zda
se bude jednat o turbulentni ¢i laminarni proudéni [19]. Déava totiz do souvislosti rozméry,
viskozitu tekutiny a rychlost pratoku [2]. Experimentalné se dd pro rizna uspoiadani stanovit
kriticka hodnota Re. Pokud je Re systému niz8i nez kritickd hodnota, jedna se o laminarni
proudéni a pokud je tomu naopak, tak o proudéni turbulentni. V mikrofluidice nabyva

Re hodnoty jednotek az stovek, uvazujeme proto jen proudéni lamindrni [20].
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LAMINARNI

TURBULENTNI

Obrazek 4 - Zobrazeni rozdilu mezi lamindrnim a turbulentnim proudénim
(upraveno podle [21])

1.1.3.2 Laminarni proudéni

V ptipad¢ lamindrniho proudéni jsou drahy jednotlivych ¢astic v kapalin€ rovnobézné,
viz obr. 4. Nedochazi tedy k miseni jednotlivych vrstev a pfi pohybu v kanélku se jednotlivé
vrstvy nepohybuji stejnou rychlosti. Céstice kapaliny nachazejici se nejblize sténam trubice
se pohybuji nejpomaleji, oproti tomu osova vrstva tekutiny se pohybuje nejrychleji [20].
Pro zajisténi miseni kapaliny v zafizenich mikrorozmérii museji byt do systému instalovana

mikromichadla [2].

V mikrokanalku roste tlakova ztrata z divodu malych rozmérd. Proudéni kapaliny
v mikrofluidnich zafizenich nejlépe popisuje Navier-Stokesova rovnice. Jednd se formulaci
zakona zachovani hybnosti proudici viskozni kapaliny a popisuje laminarni proudéni pro

nestlacitelnou newtonskou tekutinu [19, 20].
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Fm+Fp+ Ft=Fs

J—

v

Jt

v , L
> —E-gradp+v-A7+§-graddlv o= grad 7+

Fy,— silové plsobeni vnéjSich hmotnostnich sil, Fj, — silové piisobeni tlakovych sil, F¢— silové
pusobeni tecich sil, Fs— silové pisobeni setrvacnich sil, a— vyslednice vnéjsich zrychleni od
hmotnostnich sil, gradp — tlakové zrychleni od tlakovych sil, Av — tfeci zrychleni od tfeci sily,
div v —zrychleni vlivem viskozity u stlacitelnych kapalin od tieci sily, v+ grad v —konvektivni

-
slozka zrychleni od setrvacné sily, a_: — lokalni slozka zrychleni od setrvaéné sily

Existuji dvé zakladni metody pro zajisténi proudu v kanélcich mikrofluidnich zafizeni.
Prvni moznosti je zajisténi proudu tlakem. V tomto pifipadé je kapalina pumpovana pies
zafizeni pomoci cerpadla, pomoci pump [19]. Vice o tomto postupu bude rozebrino
v ndsledujicich kapitolach. Druhou moznosti je vyuziti elektrokinetického toku, ktery vyuziva
elektroosmotického pumpovani kapaliny. Na povrchu kanalku se vytvoii elektricka dvojvrstva
opacné nabitych ionti. KdyZ se piipoji elektrické pole, ionty v dvojvrstve se zacnou pohybovat
k opa¢né nabité elektrodé, a to vytvofi pohyb kapaliny od stény kanalku, ktery se pfenasi do
celého objemu kapaliny. AvSak vzhledem k rozdilnym vlastnostem pouzitych povrchl nelze

ptedpovidat rychlost proudéni, coz je vyraznou nevyhodou oproti ptedchozi moznosti [20].
1.1.4 Mikropumpy

Vyvoj mikropump byl zahdjen v 80. letech 20. stoleti. Mikropumpy konkrétné pro
systémy MEMS (Micro Electro Mechanical Systems) v 90. letech vyvinuli Jan Smits a Harald
Van Lintel [22]. Jsou hlavni soucasti systému, které vyzaduji davkovani objemi v tadech
mikrolitr za minutu nebo i méné. DéEli se na mikropumpy mechanické s pohyblivou ¢asti
a nemechanické [23]. Soucasti mikropump je pohon jako nezbytna fidici jednotka ptendsejici
energii na pohyb, kterd je vyuzivadna jako sila potfebnd pro proudéni. Energie mulze byt
dodéavana ve formé elektrického proudu, tlaku tekutin, tepla i tlaku vzduchu. Dalsi potfebnou
soucasti jsou ventily, které slouzi k otevirani a zavirdni pritoku kapalin. Rizeni ventil
je zavislé na tlakovém rozdilu v komote. U aktivnich ventild jsou jejich aktivni ¢asti pohdnény
vnéj$im pohonem. Mikropumpy obsahuji také komory. Ty mohou zadsadnim zptisobem ovlivnit

objemovy tok, tlakové vlastnosti i ztratové koeficienty trysky. Pivodné existovaly mikropumpy
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jen s jednou komorou, ale dnes jiz existuji konfigurace s dvéma i vice komorami pro zvyseni
vykonu. Mikropumpy se déli také podle umisténi komor, zda jsou rozmistény odd¢lené, sériove
nebo paralelné. Dilezité jsou také trysky a difuzor, které jsou pouZzivany u bezventilovych
pump z divodu usmérnovani toku. Béhem davkovani vstupuje vice kapaliny do komory pies
difuzor a zaroven vstupuje méné kapaliny do komory pfes trysku. Tim dochdzi ke zvétSovani
pracovniho objemu komory. Naopak kdyz dochazi k Cerpani je pracovni objem komory
snizovan a kapalina vychazi ptes trysku a difuzor ven [23].

Pumpy fungujici na principu injekéni stiikacky takzvané ,,syringe* pumpy jsou nejcastéji
pouzivanym feSenim pro fizeni pritoku. Oblibené jsou piedev§im pro svou jednoduchost
a Casto nizkym nakladiim ve srovnani s jinymi metodami fizeni toku. Klasické injekéni pumpy
jsou sice levné, ale za cenu vzniku oscilaci toku pii nizkych pratocich. Lepsi vykonnost nabizeji
pulzni ¢erpadla [24].

Peristaltické pumpy pracuji na principu sevieni fluidni trubice fadou valecku pfipojenych
k rotoru v kruhovém pouzdru cerpadla, aby se tekutina v daném sméru protlacila trubkou.
I kdyz vytvareji silné pulsy v pratoku, umoziiuji kontinudlni cirkulaci tekutiny, coz je uzitecné
ptevazné u dlouhodobych experimentti [23]. Dalsi vyhodou peristaltickych Cerpadel je jejich
provoz bez kontaktu s tekutinou, pficemz kapalina, ktera je Cerpadlem, a samotny cerpaci
mechanismus jsou zcela oddéleny od sebe sténou trubky. To je uzitecné predevsim u aplikact,
kde neni ptipustnd z4dnd kontaminace [24,25]. AvSak od pouzivani peristaltickych pump
se v posledni dobé¢ ustupuje [26].

Tlakové pumpy jsou nejcastéji pouzivany pokud jsou vyzadovany citlivé a stabilni toky.
Regulatory tlaku umoziiuji, aby byly tlakem fizené zmény tlaku v celém systému bez zpozdéni.
Mezi vyrobce tlakovych pump patii francouzska firma Elveflow, jejiz produkt je pfedstaven

v nasledujici kapitole [24].
1.1.5 Soucasny stav technologii

Presné fizeni pratoku v mikrofluidnich ¢ipech je dilezité pro mnoho biochemickych testli
a experimenti v mikroskopickém métitku. Neni proto divu, Ze se této oblasti v poslednich
letech vénovalo a stale vénuje mnoho védeckych tymi po celém svéte [27].

Napitiklad Lam a kolektiv vyvinuli zatizeni, které obsahuje fadu propoustécich ventila
pro regulaci pratoku. AvSak toto zafizeni zahrnovalo pomérné komplikovanou platformu pro
ovladani mimo ¢ip [28]. VétSina vyvinutych systémll umoziiuje fizeni toku mimo Cip.

Nevyhodou téchto zafizeni je relativné velky mrtvy objem mezi ventilem vné Cipu a bodem
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kontroly na &ipu. Casova piesnost takovychto zafizeni je proto omezena [27]. Nicméné& provoz
téchto zafizeni je jednoduchy a umoziiuje rychlou regulaci primérného pritoku. Kazdy typ
mikrofluidniho fizeni toku mé své vyhody a nevyhody v zavislosti na tom, pro jakou aplikaci
je pouzivan [24].

Diky rozvoji na technologickém poli naristd také mnozstvi spolecnosti zabyvajicich se
vyrobou zafizeni pro spravné fungovani mikropritokovych systémt. V ramci této kapitoly je
proto nutné vybrat k porovnani jen zastupce ptednich vyrobcii a zaméfit se prevazné na jejich
technické parametry.

Vyse zminovana firma Elveflow nabizi systémy fizeni pratoku, zalozené na patentované
piezoelektrické technologii inspirované letectvim. Dudlni pumpa AF1 je navrzena tak,
aby generovala stabilni a bezpulzni tok. Mlze byt pouZzita jako zdroj vakua nebo jako zdroj
tlaku a umoziuje pfepnuti z podtlaku na tlak na stejném kandlu [26]. Rozsah tlaki a pratokt
je uveden v tabulce €. 1. Technologie firmy Elveflow jsou vyuzivany naptiklad ve studiich
zabyvajicich se vyvojem organtli na ¢ipu a mnohych dalsich. Ve studii publikované v €asopise
The Cell byl popsan experiment s pouzitim vice proudd laminarnich tekutin v mikrofluidnich
kanalech pro dodavani reakénich ¢inidel do bunék a jejich odstraiiovani z bun¢k. Tato technika
umoznila fluorescencné znacit rizné subpopulace mitochondrii, chemicky narusit vybrané
oblasti cytoskeletu a pozorovat endocytdzu v jednotlivych buiikach [29].

DalSim vyrobcem mikrofluidnich systémi je firma Dolomite. V jejich sortimentu lze
nalézt tlakové, peristaltické i injekéni pumpy. Naptiklad pumpa s ozna¢enim Mitos Duo XS
nabizi dvé na sobé nezavislé pumpy s rotacnimi ventily. Vyhodou je moznost snadné vymény
stiikacek o riiznych objemech, a tedy Siroky rozsah pritoku [30]. Ve studii, kterou v roce 2018
publikoval Moore a kolektiv, vyuzili mikrofluidni pumpy od této firmy. Na mikrofluidnim
modelu nazvaném EVIDENT (ex vivo imunoonkologické dynamické prostiedi pro nadorové
biopsie). Ten ma piedstavovat in vitro model vyhovujici interakcim mezi tumory a imunitnimi
buiiky, pro hodnoceni fragmentii nddort ziskanych piimo z biopsii pacienta [31].

Firma Fluigent vyrabi tlakové pumpy a piisluSenstvi pro mikrofluidni aplikace. Pumpa
tohoto vyrobce pod oznacenim MFCS™-EZ v kombinaci s modulem fizeni pritoku umoziuje
ptimo fidit priitoky ve vice kandlech oddé€lené [32]. Uzivatel¢, jako je naptiklad tym doktora
Andrew Hudsona z Leicesterské univerzity nebo MMN Laboratory Institutu Pierre Gelles de
Gennes oceiuji, Ze je pozadované rychlosti pritoku dosazeno rychle a bez dalSich nestabilit.
A zlstavaji stabilni po celé hodiny bez stalého dozoru [33].

Americké spole¢nost LabSmith zaloZena v roce 1995 vyvinula produkty pro automatizaci

s nazvem uProcess™, v¢etné injek¢nich Cerpadel a ventilt uspofadanych na desce. uProcess™
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je systém hardwarovych a softwarovych produkti urcenych ke zjednoduseni konstrukce a
automatizovaného fizeni mikrofluidnich systému [34]. Vyhodou je, ze si uzivatel miize pofidit
jak jednotlivé nastroje, tak celou soupravu, ktera obsahuje vSe potiebné pro plné vyuziti
v mikrofluidnich aplikacich. Injekéni pumpa SPS01 je vybavena jednou sklenénou stfikackou
a pistem, ta je s ventily spojena kapilarou a cely systém je ovladan softwarem. Vyrobce nabizi
stiikacky v rozsahu objemu od péti do sta mikrolitrti [34]. Produkty této firmy byly pouzity
napiiklad ve studii publikované roku 2012 v ¢asopise Lab on a Chip, kde izolovali prostatické
nadorové bunky (TICs — Tumor initiating cells) na zaklad¢ jejich dielektroforetické odezvy
[35].

Vsechny vyse zminéné firmy poskytuji poradenstvi a nabizeji pomoc s navrZenim
nejvhodnéjsiho feseni kontroly pratoku v mikroobjemech pro konkrétni aplikace. Technické

parametry vybranych produktl jsou uvedeny v tabulce ¢. 1 [26, 30, 32, 34].
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Tabulka 1 — Prehled pump a jejich technickych parametrii pro mikrofluidni aplikace

Vyrobce Typ Tlak Pritok Obrazek
AF1 DUAL — 0,07 —
-700 mbar
Elveflow | tlakova a vakuova 5000
— 1 bar ‘
pumpa pl/min
Mitos DUO XS — 0.1ul/min-
Dolomite 0-20 bar
injekéni pumpa 10ml/min
‘ MFCS™-EZ — —800 mbar | nl/min - - \“
Fluigent ‘ - - (
tlakova pumpa - 7 bar ul/min = =
sl PATTIII Y
0 - 18 bar
. SPS01 — injekéni 1.0 — 5600
LabSmith ‘
pumpa pl/min
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1.2 Magnetické mikro- a nanoc¢astice

Magnetické ¢astice (MC) jsou v dne$ni dobé& vsestrannou soudasti biologickych a
biochemickych analyz. Velikost mikro¢astic se pohybuje vétSinou v rozmezi 0,1 az 100 um
[36]. Spravny vybér velikosti magnetickych ¢astic pro konkrétni analyzu je velice dilezity,
protoze prili§ malé ¢astice jsou méné citlivé na plisobeni vnéjsiho pole a naopak velké Castice
vykazuji vys$si odolnost proti piisobeni magnetického pole a mohou sedimentovat. MC se
pouzivaji jako inertni nosic¢e enzymid, protilatek a dalSich molekul. Diky tomu jsou vhodné pro
izolace biospecifickych molekul, pro katalyzu reakci ¢i chemickou modifikaci latek[6, 37].

Nanomateridly a nanocéstice pfitahovaly pozornost spolu s vyvojem mikrofluidnich
systému [36]. Obzvlaste zajimava byla kategorie magnetickych materialt.

Magnetické sily jsou nyni vyuZivdny vcelé fadé mikrofluidnich aplikaci.
Magnetohydrodynamicky tok byl vyuzit pfi Cerpani tekutin pfes mikrokandly. Magnetické
materidly pouzity pii vyrobé ventili a magnetické castice nasly uplatnéni nespocet [37].
Naptiklad pfi michani kapalin v kandlcich, ale také jako pevné nosice pro bioreakce probihajici
v zafizenich o mikro rozmérech [6]. Jednou z velkych vyhod je moznost manipulace
magnetickymi objekty uvnitf kandlku externim magnetem, ktery neni v pfimém kontaktu
s tekutinou [37]. Zajimavé jsou zejména magnetické materialy sestavajici z feromagnetickych
nanocastic o pruméru nékolika desitek nebo stovek nanometri ulozenych v nemagnetické
matrici, napiiklad z polymeru nebo kiemene [36]. Takto pfipravené mikrocastice maji
superparamagnetické vlastnosti. To znamend, Ze vykazuji magnetické vlastnosti pouze
v pfitomnosti vnéjsiho magnetického pole. Po jeho odstranéni ¢astice magnetické vlastnosti
ztraceji [37].

Vybér vhodnych MC pro jednotlivé aplikace se odviji od jejich magnetickych vlastnosti.
Podstatné jsou tedy materialy, ze kterych jsou vyrobeny a také jejich velikost. Podle chovani

v magnetickém poli miizeme magnetické materidly rozdélit do n€kolika skupin [37].
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Obrdzek 5 - Struktura magnetickych castic SeraMag (obal, magneticka
vrstva, jadro) [38]

1.2.1 Magnetické vlastnosti

Magnetické vlastnosti jsou zptisobeny elektrony v atomech latky, které se pohybuji, a tim
kolem sebe vytvareji magnetické pole. Tato magnetickd pole se skladaji a urcuji vysledné
magnetické pole atomil, ¢imz urcuji i vlastnosti latky. Jednotlivé skupiny magnetickych

materiala se 1i$i uspotfddanim elektront v atomu [37, 39].
Diamagnetické materialy

Tyto materialy vykazuji velmi slabé magnetické vlastnosti a tento typ magnetismu neni
permanentni. Pfetrvava jen tak dlouho, dokud je materidl vystaven plisobeni magnetického
pole. V nepfitomnosti magnetického pole je magneticky moment téchto latek nulovy.
opacny smér, coz vyvola zeslabeni vnéjSiho magnetického pole [39]. VéEtSina materiali je slabé
diamagnetickych, v&etné vody, bilkovin, DNA, polymerti, dfeva a skla. Casto se takovéto

materialy jednodusSe nazyvaji nemagnetické [37].
Feromagnetické materialy

Feromagnetismu je nejsilnéj$i formou magnetismu. Vykazuje permanentni magneticky
moment [39]. Feromagnetické materidly, jako je Zelezo, kobalt a nikl jsou siln¢ pfitahovany

magnetickymi poli [37]. Magnetické momenty jednotlivych atomt feromagnetickych materialt
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maji tendenci se mezi sebou spojovat a orientovat se ve sméru vnéjsitho magnetického pole.
Takovéto latky ziistdvaji Caste¢né zmagnetizovany i tehdy, jsou-li z magnetického pole

odstranény [39]. Tim se 1isi od latek paramagnetickych.

Paramagnetické materialy

Atomy téchto latek maji permanentni dipdlovy moment, a to diky netiplnému vyruseni
magnetickych momentl elektronti. Pokud jsou vystaveny vnéjSimu magnetickému poli, dojde
k natoCeni magnetickych dipolii ve sméru vytvoreného magnetického pole. Tim vznikne
magneticky moment se stejnou orientaci jako je ptivodni orientace vnéj$iho magnetického pole
[39]. Piiklady paramagnetickych latek zahrnuji platinu a mangan ¢i oxid Zeleznaty.

DalSim  zvlaStnim  pfipadem  paramagnetismu je  superparamagnetismus.
Superparamagnetické ¢astice maji jadro malych krystali oxidu Zeleza potaZzenych polymerem.
Céstice jsou magnetizovany magnetickym polem. Nicmén& nemaji magnetickou pamét
a po odstranéni vnéjsiho pole se Castice rozptyli a chovaji se jako nemagneticky material [36,
37].

Vétsina MC vyuzivanych v biotechnologickych aplikacich je superparamagnetickych.
A ackoli je jiz v dnesni dobé komeréné dostupna celd fada takovychto Castic, vyvoj novych
typl s nejriiznéj$imi povrchovymi modifikacemi je stale aktualni [37].

MC pro biologické aplikace jsou tvofeny magnetickym jadrem a ochrannym obalem
tvofenym polymerni vrstvou chréanici jadro ptfed kontaktem se vzorkem a umoziujici upravu
povrchu nosiée za uéelem cilené separace [40]. Jedineénou vlastnosti MC je to, Ze vzorky na
nich navdzané mohou byt ovliviiovany pomoci magnetickych sil nezavisle na jakémkoliv jiném

mikrofluidnim, biologickém nebo chemickém procesu [36].
1.2.2 Funkcionalizace a stabilizace povrchu magnetickych ¢astic

MC tvorené pouze magnetickymi jadry nejsou dostatené stabilni a mohlo by dochazet
k jejich snadné oxidaci ¢i k jinym nezddoucim interakcim s okolnim prostiedim. Proto je nutné
jejich povrchova tiprava. Jak jiz bylo uvedeno vyse, jsou MC pokryty nejéast&ji polymernim
obalem. Vyznamem této vrstvy neni pouze stabilizovat povrch ¢éstic, ale umoziluje také jeho
funkcionalizaci [41]. Funkcionalizace obecn¢ zahrnuje modifikaci povrchu pevného materialu
s ohledem na jeho fyzikalni, chemické nebo biologické vlastnosti. Tato modifikace mize byt
provedena rtiznymi metodami s cilem ménit Sirokou Skélu vlastnosti povrchu. Nez miize dojit

k funkcionalizaci je nutné povrch c¢astic modifikovat. Divodem k povrchové modifikaci
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je napiiklad absence funk¢nich skupin pro vazbu ligandu (obr. €. 6), vysoké nespecificka sorpce
proteinti ¢i agregace a adheze Castic [39].

Pokud je vhodnd funkéni skupina jiz soucasti polymerniho obalu, staci ji aktivovat
vhodnym chemickym &inidlem [41]. Casto pouZivanou metodou pro modifikaci povrchu
je silanizace, kdy je na povrch ¢astic vnaSena dalsi chemicka vrstva. Pti silanizaci se pouzivaji
vétSinou alkoxysilany nebo trimethoxysilan. Silanizaci vznika vazba -Si-O-Si- mezi povrchem
nosice a silanem zakonc¢enym pozadovanou reaktivni skupinou (-NH», -COOH, -SH) [42].

Kromé modifikace za ucelem zavedeni vhodnych funkénich skupin na povrch nosice
se provadgji také modifikace s cilem zlepdit povrchové vlastnosti MC. Agregaci G&astic
se zabranuje piidavkem detergentl a stabiliza¢nich nizkomolekularnich latek, jako je kyselina
citronova ¢i olejova. Dal§i moznosti je modifikace povrchu inertnimi materidly jako je zlato
[43] ¢i kiemik, ale i1 polysacharidy, napfiklad albumin, chitosan ¢i celuldza. Elektrostatickou
stabilizaci povrchu zajistuji polymery jako polyetylenglykol, polyvinylalkohol nebo
dextran [44]. Modifikace povrchu ¢astic znacné ovliviiuje jejich velikost 1 vlastnosti, proto se
nutné volit ipravu povrchu s ohledem na budouci pouZiti nosice [45].

Komer¢né¢ dostupné superparamagnetické castice jsou k dispozici napiiklad
s karboxylovymi skupinami nebo aminoskupinami na jejich povrchu. Biomolekuly jako jsou
DNA fetézce nebo protilatky se diky tomu mohou snadno pfipojit k povrchu ¢astic. Mezi zndmé
spolecnosti doddvajici magnetické Castice s povrchovou upravou patii Dynal, Micromod,
Bangs Laboratoires, Polyscience, Seradyn a Estapor [37]. Funkcionalizace MC je dale

zmifovana v ramci kapitoly 1.2.3.

aktivni ligand
Obrazek 6 - Struktura magnetické castice s aktivnim ligandem na povrchu
(upraveno podle [40])

1.2.3 Mikroc¢ipové aplikace s magnetickymi ¢asticemi

Vyhody MC pro pouziti v mikroéipovych aplikacich plynou z jejich jiz vyse uvedenych
vlastnosti. Pro shrnuti se jednd o snadnou manipulaci, moznost opakované¢ho pouziti, malé

rozméry a specificky reakéni povreh [46]. MC tak zajist'uji velky reakéni povrch v jinak malém
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objemu mikrodipu, ¢imz lze vyrazné zkratit ¢asovou naroénost analyzy [47]. Manipulace MC
v mikro€ipu je zajiStovana pomoci elektromagnetu nebo permanentnich magnetii [48]. Magnet
musi byt dost silny na to aby udrZel ¢astice v ¢ipu béhem proudéni kapalin, ale musi byt
zajiSténo aby byly Castice ve vznosu a prochdzejici analyt mél pfistup k co nejvétsimu
reak¢énimu povrchu [49, 50].

Zakladni aplikaci provadénou v mikroc€ipu s pouzitim magnetickych ¢astic jako nosice je
izolace a purifikace biomolekul (obr. €. 7), naptiklad proteind, nukleovych kyselin, sacharidii
¢i jinych biologicky aktivnich latek [51, 52]. Izolace je zaloZena na rozdilné afinité cilovych
molekul k ligandu navédzanému na MC. Aviak i zde mize &aste¢né dochazet k nespecifické

sorpci nezddoucich molekul na ligand nebo pfimo na nosic.

antibodies antigens ssDNA oligo dT
o
T
ol B
e ¥
( <
oo S
assays assays DNA isolation mRNA isolation
Ag isolation Ab isolation DNA assays cDNA synthesis

cell isolation

Obrazek 7 — Moznosti vyuziti magnetickych castic s imobilizovanymi
protilatkami, antigeny, ssDNA a primeru oligo dT (praveno podle [37])

NS4

nastrojii pro molekulérni biologii. Pouziti MC v kombinaci s mikro&ipy tyto analyzy zna¢né
ulehcuje a snizuje se také riziko kontaminace a degradace nukleovych kyselin [53]. Vyznamné
vyuziti nachazi MC v &ipu také pfi izolaci nadorovych a kmenovych bunék [54]. Shi a kolektiv
ve své studii popisuji zachyt nadorovych bun¢k pomoci magnetickych castic potazenych
protilatkou proti transmembranovému glykoproteinu EpCAM (epithelial cell adhesion
molecule). Po odstranéni magnetického pole byly zachycené buiiky uvolnény z ¢ipu a mohly
byt dale kultivovany pro dalsi analyzu [55].

Hojné studovany jsou aplikace pro detekci stievnich patogent Campylobacter jejuni,
Escherichia coli, Shigella a Salmonella. Piikladem je platforma s ndzvem DEC (Disposable
Enterics Card), kterd je schopna detekovat pfitomnost téchto patogenti ze vzorku stolice
na jednom mikroc¢ipu [56]. To souvisi s €asto zmifilovanou vcasnou a piesnou diagnostikou
infekénich onemocnéni. Mikrofluidni ¢ipy s magnetickymi ¢asticemi mohou byt ndpomocny
pfi detekci infekce, a tim zajistit moznost v€as reagovat pii volbé 1écby. To je vramci

epidemiologie podstatné hlavné v rozvojovych zemich. V této oblasti jsou vSak potad limitujici
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parametry zafizeni, hlavné jejich velikost a zdroj energie pro jejich provoz [57,58].
Ve védeckém svéte probihaji neustdlé snahy o vytvofeni zafizeni, které bude vSechny tyto
vlastnosti spliiovat a bude mozno ho pouzit pro diagnostiku HIV [59], malarie, tuberkulozy [60]
prijmovych onemocnéni [61], cerného kasle, respira¢nich onemocnéni [62] a horecky dengue
[63].

V neposledni fadé jsou MC v mikrofluidnich &ipech vyuZzivany jako magnetické
biokatalyzatory. Ty jsou vyhodné zejména kdyz je pouzivan drahy enzym, protoze se
pfipravené nosiCe daji pouzit opakovan¢ a vykazuji dobrou stabilitu pii skladovani [41].
Konkrétnim ptikladem je vyuziti magnetickych castic s imobilizovanym trypsinem
v proteomice ke Stépeni proteintl na fragmenty peptidl [64].

MC se osvédgily hlavné jako néstroj pro specifické pipojeni biomolekul k detekci,
analyze a kvantifikaci. Jejich Siroké vyuziti ve vyzkumnych institucich je dolozeno vysokym

poctem védeckych publikaci zaméfenych na aplikace magnetickych ¢astic [36].
1.3 Imunoafinitni a afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie (AC) je chromatograficka separacni technika vyznacujici se
vysokou selektivitou [65]. Pouziva se pro izolaci a purifikaci biologicky aktivnich latek
aje vhodnd pro studium interakci biopolymerti (napf. enzymy). AC vyuziva jedine¢né
schopnosti nékterych latek (afinantt, liganda ¢i afinitnich liganda) specificky a reverzibilng
vazat komplementarni latky. Pfi vazbé mezi biologicky aktivni latkou a ligandem jsou
uplatinovany nekovalentni vazby, jako napf. vodikové mistky, hydrofobni interakce, dipolové
interakce, iontové sily ¢i Londonovy disperzni sily [66]. Diky tomu je mozné cilovou latku
z komplexu uvolnit a ziskat ji tak v jeji aktivni formé. Ptiklady biospecifickych part jsou

uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka 2 — Priklady biospecifickych pari (komplementarni molekuly)

Substrat
Enzym Kompetitivni inhibitor
Koenzym
Protilatka Antigen
Hapten
. Glykoproteiny
Lektin Oligo(poly)sacharidy

Histony DNA

Bunécny povrchovy receptor, Hormon

1é¢ivo
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Afinitni ligand se véaze kovalentni vazbou na vhodny nerozpustny inertni nosi¢ —
stacionarni faze, zatimco cilovda molekula je ve fdzi mobilni. Molekula afinantu

reaguje s ligandem za vzniku komplexu a latky bez afinity k ligandu ztistanou nezadrzeny (Obr.

& 8) [65].
B = — I

Nosié Ligand Imobilizovany

ligand
B e — = e
Imo'ﬁigli;’(;’any Vzorek Komplex Netistoty
= — B
Komplex Puriﬁkovan)'l

vzorek

Obrazek 8 - Schéma afinitni chromatografie (prevzato a upraveno podle [67])

Tvorba komplexu cilové molekuly a afinitniho ligandu je charakterizovana rovnovaznou
konstantou K, vyjadfenou v rovnici nize. Rovnovazna konstanta musi byt dostate¢né vysoka,
aby mohlo dojit k tvorb¢é komplexu, ale nesmi byt az tak vysokd, aby znemoziiovala eluci latek.

Pro stabilni vazbu jsou typické hodnoty disocia¢ni konstanty v rozmezi 10° az 10% mol/1 [68].
K= [AL]/[A]+[L]

K — rovnovézna konstanta, [A] — koncentrace afinantu, [L] — koncentrace ligandu, [AL] —

koncentrace komplexu afinant-ligand

Mnoho bézné pouzivanych ligandl vazanych na nosice je komeréné dostupnych a jsou
pfipraveny k pfimému pouziti. V nékterych pifipadech vSak mulze byt nutné vytvofit novy
afinitni chromatograficky systém vazbou ligandu na matrici tak, aby si ligand zachoval
specifickou vazebnou afinitu k cilové molekule. Podstatny je proto vybér nosice, ligandu

a spravné chemické vazby [69].
Nosice

Nosice pouzivané v AC jsou bud’ jednoslozkové nebo slozené. Jednoslozkové nosice jsou
dale rozliSovany podle jejich chemické povahy na organické (celuldza, dextran, agardza, atd.)

[68], anorganické nosi¢e (kiemicité, sklenéné) ¢i syntetické nosice (polyakrylamid,

metakrylat). Mezi nosice sloZzené se fadi polysacharid-polyakrylamid a magnetické ¢astice [70].
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Volba nosice zalezi na typu ligandu, priitokové rychlosti, podminkach separace a dané aplikaci.

Vhodny nosi¢ musi splitovat zékladni vlastnosti [71]:

e Velky specificky povrch

e Makroporézni struktura

e Mechanickd i chemicka stabilita

e Nerozpustnost

e Pritomnost funkénich skupin (karboxylova, aminova, hydroxylova, atd.)
e Snadno piistupny povrch pro ligand

e Chemicky inertni povrch

e Dobré chromatografické vlastnosti

Agar6za a polyakrylamid jsou nosi¢e vhodné pro aplikace v nizko- az stfednétlakém
kolonovém uspotfadani. Pro aplikace ve vsadkovém uspofddéani je vhodnou volbou celuléza
¢i magnetické cCastice. Schéma pfipravy komeréné dostupnych magnetickych ¢astic

s karboxylovou funkéni skupinou je uvedeno na obrazku €. 9.

Jak jiz bylo uvedeno v pfedchozi kapitole vyznacuji se magnetické nosi¢e snadnou
manipulaci, rychlosti provedeni izolace a moznosti opakovaného pouziti. MC jsou obzvlasté

vhodné pro aplikace provadéné v mikroCipu [72].

Polystyrene Core First Layer of magnetite Layer of mognetite locked eo_,cg rof mog —rtn-'h
in by polymer encap: carbowylated polymer surfoce

Obrazek 9 — Schéma pripravy komercné dostupnych magnetickych castic s karboxylovou skupinou (upraveno
podle [38])

Vazba ligandu na nosi¢ musi byt pevnad (kovalentni), aby nedoslo k jejimu poskozeni
v pribehu experimentu, naptiklad béhem promyvani. Z toho divodu je pied imobilizaci
provadéna takzvana aktivace nosice. Presnéji aktivace funkénich skupin na povrchu nosice.
Aktivace muze byt provedena napiiklad reakci s bromkyanem, epoxidem ¢i karbodiimidem
[68]. Karbodiimid, konkrétné N-(3-dimethylaminopropyl)-N¢-ethylkarbodiimid
hydrochlorid(EDAC) se vyuziva pro aktivaci karboxylové skupiny (Obr. €. 10) [71].
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Obrazek 10 — Aktivace karboxylové skupiny nosice s vyuzitim EDAC (prevzato a upraveno podle [73])
Ligandy

Taktéz ligandy v AC musi spliiovat urCité vlastnosti, které jsou nezbytné pro ucinné
provedeni separace. Zasadni je vysoka afinita k cilové molekule a specificka, reverzibilni
vazba mezi nimi. Dal§i podminkou je pfitomnost chemicky modifikovatelné skupiny pro vazbu
na nosic [74].

Ligandy délime bud’ podle chemické povahy na pfirozené a syntetické nebo podle jejich
specifity na ligandy s uzkou specifitou (anti-ovalbuminové protilatky pro izolaci ovalbuminu),
a ty které jsou skupinové specifické (kinaza — substrat). Aby byla zajiSténa spravna prostorova
pfistupnost pro makromolekulu, vklad4d se ob¢as mezi ligand a povrch nosic¢e oddalovaci
raménko, tzv. spacer. K této moznosti se pfistupuje vétSinou u malych ligandi [71].

Uvolnéni cilové molekuly z komplexu vyzaduje zménu reakénich podminek. K tomu
dochdzi ptidanim elu¢niho roztoku, tj. roztok o odlisSném pH, polarité ¢i iontové sile. Eluce
muze byt zajiSténa také specificky pfidanim kompetitivniho ligandu nebo analogu cilové

latky[66, 74].

Usporadani afinitni chromatografie

AC muze byt provadéna v kolonovém uspofadani, vsddkovém uspoiadani, a také
v mikroCipu. V ptipadé kolonového uspotfadani se dava prednost kratkym a Sirokym kolonam,
které umoziuji maximalni kontakt cilové molekuly sligandem [71]. Pii vsadkovém
a mikro¢ipovém uspofadani jsou s velkou oblibou pouzivany jako nosi¢e magnetické Castice.
Stacionarni faze jsou obvykle pfipravovany na miru piimo pro pozadovanou aplikaci [68]. Pfi
vsadkovém usporadani je velkou vyhodou pouziti magnetického separatoru, ktery umoziuje
rychlou separaci magnetickych ¢astic zreakéni smési. Tim je vyloucena centrifugace.
Tim je manipulace se vzorkem Setrnéjsi, nedochéazi k mechanickému poskozeni analytu a ztraty
reagujicich slozek jsou minimalizovany. Nosi¢ je navic mozno pouzit opakované. Stejné
vyhody charakterizuji také mikro¢ipové uspotadani. Zde lze navic vyuzit automatizace, ¢imz

dochdzi k Gspofe ¢asu a mnozstvi reagencii.
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1.3.1 Vyuziti afinitnich chromatografie

Metody afinitni chromatografie se nejcastéji vyuziva kizolaci peptidl, proteind,
glykoproteint a obecné biologicky aktivnich latek [71]. AvSak moznosti vyuziti této metody
jsou mnohem S$ir$i. Hodi se pro prekoncentraci stopovych mnozstvi sloucenin, ¢isténi analytt
v komplexnich smésich i k analyze metabolismu latek. Cetné aplikace jsou zminovany
v 1ékaistvi a medicing, napfiklad studium hormont, virG a jejich genetického fondu,
nadorovych markerti, protilatek, 1é¢iv i1 enzymi. Biospecifického paru enzym-substrat
vyuzivaji naptiklad imobilizované enzymové reaktory (IMER) pro screening potencidlnich
inhibitorti enzymu, vyzkum metabolismu 1é¢iv nebo mapovani peptidi. Enzymové reaktory
slouzi ke konverzi (napt. fosforylaci) substratu prostfednictvim enzymové reakce [75]. Hojné
pouzivanymi enzymy Vv ramci enzymovych reaktori jsou proteinové kindzy, které jsou
vyznamné pro bunéfnou signalizaci a kontrolu. Porucha proteinkindz je spojena s tadou
onemocnéni, zejména s nddorovym bujenim, Alzheimerovou chorobou a diabetem.

10-50 % proteinti v bunice je fosforylovano v uritém bod¢ bunééného cyklu, a proto je
studium mechanismu plisobeni proteinkinaz velice uc¢elné. Afinitni chromatografie tak vytvari
zaklad pro vyvoj nové 1écby a diagnostiku [76]. AC je Casto nasledovana a dopliuje s dalSimi
analytickymi technikami, jako je napiiklad diskontinuélni elektroforéza v polyakrylamidovém

gelu nebo hmotnostni spektrometrie [68].
1.3.2 Imunoafinitni chromatografie

Imunoafinitni chromatografie (IAC) je jednou z forem AC, kdy je ligandem
imobilizovana protilatka (Ab) ¢i antigen (Ag). Navazanim polyklonalni nebo monoklondlni Ab
vznikd imunosorbent vhodny pro izolaci pfislusného Ag. I v tomto piipad¢ je mozné vyuzit
nizkotlakého kolonového, vsadkového ¢i mikrocCipového uspotadani. Bézné jsou dostupné
komer¢né vyrabéné protilatky proti nejriznéjSim proteinim. Vyjimkou nejsou ani potravinové
antigeny, jako je kasein ¢i ovalbumin [77]. Po imobilizaci protildtek proti ovalbuminu
na vybrany nosi¢ miZzeme izolovat ovalbumin ve vysoké Cistoté, velkém mnozstvi a soucasné
v jeho aktivni formé. Ziskany purifikovany ovalbumin miZze byt ndsledné vyuzit pro obecné
studie struktury a vlastnosti proteinti nebo jako modelovy alergen pro stimulaci alergické
reakce. Vyskyt alergii na slozky potravy ma rostouci tendenci a ovalbumin patii mezi Sest

hlavnich potravinovych alergenti [78].
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1)

2)

3)

4)

CIiLE DIPLOMOVE PRACE

Sestaveni vhodného schématu pro vyuziti mikrofluidnich pump a ventilli s vybranym
mikro¢ipem v kombinaci s magnetickymi céasticemi. Kontrola nastaveni pritoku
a stanoveni mrtvych objemi v systému.

Stépeni o-kaseinu trypsinem imobilizovanym na magnetickych &asticich — sestaveni
vhodného protokolu pro analyzu v mikro€ipu, srovnani vice druhiit magnetickych ¢astic,
porovnani se vsadkovym usporadanim.

Fosforylace peptidového substratu a posouzeni operacni stability nosic¢e s imobilizovanou
proteinkindzou A — sestaveni vhodného protokolu pro analyzu v mikrocipu.

Izolace ovalbuminu ze standardni smési proteinti imunoafinitni chromatografii — sestaveni
vhodného protokolu pro analyzu v mikro€ipu, porovnani izolace ve vsadkovém uspotradani

a v mikrocipu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomiicky

Mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Analytické vahy SBC 32 (Scaltec Instrumental GmbH, Gottingen, Némecko)
Rotéator RS-24 (Biosan, Riga, Loty$sko)

Hamiltonova stiikacka (Hamilton, Reno, NV, USA)

pH metr PT-370 (Boeco, Hamburg, Némecko)

Systém pro kontrolu mikrofluidniho priitoku (LabSmith, CA, USA)
ChipGenie edition P (Chipshop, Jena, Némecko)

Chip eP1 (Chipshop, Jena, Némecko)

Koncentrator RVC 2-18 (Christ, Psterode am Harz, Némecko)
Ultrazvuk Sonorex Digitec (Bandelin, Berlin, Némecko)

Blokovy termostat TS-100C (Biosan, Riga, Lotyssko)

Elektroforeticka aparatura pro diskontinudlni elektroforézu Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)
Zdroj pro elektroforézu Powerpac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Hmotnostni spektrometr MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)
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3.2 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)
Chemikalie:

Akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

N,N’-Methylenbisakrylamid 98% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Dodecylsulfat sodny (SDS; Fluka, Buchs, Switzerland)

Kyselina chlorovodikové (Penta, Chrudim, CZ)

Persiran amonny (Lachema, Neratovice, CZ)
N,N,N,N-tetramethylenethylendiamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Glycin (Merck, Darmstadt, Némecko)

Precision Plus Protein™ nebarveny standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Roztoky:

Roztok A: 30% smés akrylamidu a bisakrylamidu

Roztok B: 1,5M Tris-HCI pufr pH 8,8

Roztok C: 1,0M Tris-HCI pufr pH 6,8

Roztok D: 10% roztok SDS

Roztok E: 10% roztok persiranu amonného

TEMED (N, N,N,N-tetramethylenethylendiamin)

Roztok G: 100mM Tris-HCI pufr pH 6,8 s 4% SDS, 20% glycerolem a 0,2% bromfenolovou

modii

Elektrodovy puft: 0,025M Tris, 0,192M glycin s 0,1% SDS pH 8,3 — 8,6
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Pracovni postup:

V prvé fadé byla sestavena aparatura a skla byla umisténa do drzaku pro ptipravu geli.
Nasledné byl ptipraven 12% d¢lici gel podle tabulky €. 3. Roztok byl napipetovan mezi skla
a prevrstven destilovanou vodou. Zhruba 30 minut se gel nechal zpolymerizovat. Jakmile gel
zpolymeroval byla destilovand voda odsata filtracnim papirem a byl pfipraven 5% zaosttfovaci
gel, podle totozné tabulky. Zaostiovaci gel byl napipetovan az k okraji skel a mezi skla byla
vlozena Sablona s jamkami. Gel se nechal zpolymerovat. Takto pfipravend skla s gelem byla
vyjmuta ze stojanku a piemisténa do elektroforetické vany. Skla jsou do drzéku umisténa tak,
aby krat$i skla byla naproti sobé a bylo mozné prevrstvit je elektrodovym pufrem.
Do elektroforetické vany byl elektrodovy pufr nalit po rysku, podle poctu analyzovanych geli.
Po zaliti pufrem byla vyjmuta Sablona a vytvofené jamky byly promyty elektrodovym pufrem,

aby se vyplachly ptipadné zbytky gelu.

Tabulka 3 — Objemy roztokii pro pripravu polyakrylamidovych gelii pro

SDS-PAGE
10% délici gel 5% zaostiovaci gel
(ml) (ml)
Destilovana voda 2 1,4
Roztok A 1,65 0,33
Roztok B 1,25 -
Roztok C - 0,25
Roztok D 0,05 0,02
TEMED 0,002 0,002
Roztok E 0,05 0,02

Priprava vzorku:

K 10 pl vzorku byl napipetovan stejny objem roztoku G, smés byla promichdna a tii
minuty povarena v blokovém termostatu. Hamiltonovou sttikackou byly do jednotlivych jamek
pipetovany vzorky po 15 pl. Standard byl davkovéan v objemu 7 pl. Mezi vzorky byla stiikacka
promyvana ethanolem a destilovanou vodou.

Elektroforetické déleni:

Elektroforetickd naddoba byla uzaviena vikem a déleni bylo provedeno pfi konstantnim
napéti 180 V a s proudem 30 mA na jeden gel. Elektroforetické déleni probihalo tak dlouho,

dokud c¢elo znac¢ené bromfenolovou moti nedoputovalo téméf na trovenn dolniho okraje skel.
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Po odpojeni zdroje byly skla vyjmuty z aparatury a gel byl velmi opatrné prenesen do Petriho

misky.

Barveni gelu pomoci Coomassie Brilliant blue:

Roztoky:
Fixac¢ni roztok: 5% kyselina octova + 50% ethanol

Roztok pro barveni gelu: Bio—Safe™ Coomassie Stain (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Postup:

Gel v Petriho misce byl promyt destilovanou vodou a na 1 hodinu pfevrstven fixacnim
roztokem. Nasledné byl gel rehydratovan 30 min v destilované vodé¢ a 1x promyt destilovanou
vodou, aby doslo k odstranéni kyseliny octové. K promytému gelu byl pfidan roztok pro
barveni Bio—Safe™ Coomassie Stain 30-50 ml. Gel byl ponechan v roztoku po dobu 1 hodiny.
Poté byl barvici roztok vylit do odpadu a gel byl zhruba 1 hodinu odbarvovan destilovanou

vodou.

3.2.1 Tris-tricin-SDS-PAGE

Chemikalie:

Akrylamid (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)
N,N’-methylen-bis-akrylamid (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)

TRIS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

SDS (Fluka, Buchs, Switzerland)

Persiran amonny (Lachema, Neratovice, CZ)
N,N,N,N-tetramethylenethylendiamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Tricin (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Roztoky:
Roztok A: 49,5% T, 3% C — 48% (w/v) akrylamid a 1,5% (w/v)

Roztok B: 3,0M Tris-HCI pH 8,45 s 0,3% SDS (gelovy pufr)
Roztok C: 10% (w/v) persiran amonny

Roztok D: TEMED
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Tris-Tricine pufr pro vzorky (Bio-Rad): 200mM Tris-HCI pH 6,8, 40% glycerol, 2% SDS,
0,04% Coomassie Blue G250 (komercni)

Elektrodovy pufr: 0,1M Tris, 0,1M tricin, 0,1% SDS

Postup:
Byla sestavena aparatura a skla byla umisténa do drzéku totozné jako v kapitole 4.3.

Délici a zaostfovaci gel byl pfipraven podle tabulky ¢. 4.

Tabulka 4 — Objemy roztokii pro pripravu gelii pro Tricin-SDS-PAGE

Délici gel (ml)
(Mr 1-70 kDa) Zaostiovaci gel (ml)
tj. 16,5% T, 3% C

Destilovana 2.1 1,666
voda
Roztok A 0,25 1,666
Roztok B 0,775 1,666
Roztok C 0,025 0,025
Roztok D 0,0025 0,0025

Od kapitoly 3.2 se postup 1isi pouzitym elektrodovym pufrem a k ptipravé vzorki se
pouziva Tris-tricine pufr pro vzorky. Davkované objemy se nelisi. Samotné elektroforetické
déleni probihalo 30 minut pfi konstantnim napéti 30 V a pii proudu 30 mA na jeden gel.
Po zatazeni vzorkl do dé€liciho gelu byla aparatura ptesunuta do lednice (4 °C) a hodnota napéti
byla zvySena na 100 V. Elektroforetické déleni probihalo za téchto podminek dokud celo
obarvené¢ bromfenolovou modii nedoputovalo témét k dolnimu okraji skel. Vyjmuti gela

a barveni bylo provedeno podle kapitoly 3.2.
3.3 Analyza vzorka pomoci hmotnostni spektrometrie

3.3.1 Odsoleni a aplikace vzorkii pro analyzu pomoci MALDI LTQ Orbitrap XL
Cistice:

OLIGO™ R3 nosi¢ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
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Chemikalie:

Acetonitril (ACN; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

TFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB; LaserBio Labs, Sophia-Antipolis, Francie)
Kyselina fosfore¢na (Merck, Darmstadt, Némecko)

Roztoky:

80% ACN/0,1% TFA

0,1% TFA

Roztok DHB matrice (10 mg/ml 50% ACN/0,1% TFA + 1% kyselina fosfore¢na)

Pracovni prostup:

Odsoleni probihalo na labporatorné ptfipravenych mikrokolonkach. Ty byly vytvoieny
z GELoader Spicek, které¢ byly naplnény suspenzi reverzni faze OLIGO R3 tak aby délka
kolonky nepfesahovala 1,5 cm. Kolonka byla promyta 10 pl roztoku 80% ACN/0,1% TFA
anasledné¢ 15 pl 0,1% TFA. Vzorky byly do mikrokolonky napipeptovany v objemu 20 pl
a vzorek byl potlacen kolonkou. Nasledovalo promyti 15 pl 0,1% TFA k vymyti necistot a soli.
Navéazané vzorky byly z kolonky eluovany pomoci 1 pl roztoku matrice a pfimo nandseny na

MALDI (Ionizace laserem za ucasti matrice) desticku.
Analyza vzorki pomoci MALDI LTQ Orbitrap XL

Veskeré analyzy na hmotnostnim spektrometru byly provadény skolitelem a nasledné byly

poskytnuty vysledky, které byly dale zpracovany ve spolupraci se skolitelem.

3.4 Zavadéni magnetickych ¢astic do mikrofluidniho systému

Roztoky:
Promyvaci roztok: PBS pufr pH 7,4

Skladovaci roztok: PBS pufr pH 7,4 s 0,05% azidem sodnym

Magnetické Castice:
SeraMag Speed Beads, COOH, primér 0,816 um (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)
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Si-Mag, NHz, primér 0,750 pm (Chemicell, Berlin, Némecko)

Magnetické nano&astice Fe;04@SiO2 s -NH,, primér 100-200 nm (Ustav organické chemie a

technologie, FCHT, Univerzita Pardubice)

Postup:

Ze zasobniho roztoku testovanych magnetickych castic v suspenzi bylo odebrano
pottebné mnozstvi nosice. Nasledné byly castice promyty 5 x 1 ml PBS pufrem pH 7,4 s pomoci
magnetického separatoru. Pouzivany €ip o velikosti kanalku 120 pl byl umistén do fixaéniho
ramecku ChipGenie a pfipojen k zatfizeni pro kontrolu mikrofluidniho priitoku od spole¢nosti
LabSmith. Prazdny ¢ip byl promyt 2 x 2 ml promyvaciho roztoku. Vstupy a vystupy, které
nebyly aktudlné pouzivany byly uzavieny svorkami. Vzapéti byl do komurky ¢ipu postupné
aplikovan Hamiltonovou stfikackou 1 mg promytych magnetickych ¢astic v objemu suspenze
200 pl. Hamiltonova pipeta uloZena v drzaku a rychlost davkovani byla upravovéna s pomoci
zévazi. Castice v &ipu byly promyty 1 ml promyvaciho roztoku. Davkovéani je zobrazeno
na obrazku ¢.23. Po provedeni analyzy byly céstice v Cipu opét promyty dle potieby
promyvacim roztokem a z ¢ipu vyjmuty. Nosi¢ byl skladovan v 500 pl skladovaciho roztoku

pfi 4 °C.

3.5 Stépeni o-kaseinu TPCK - trypsinem a porovnani vsadkového a

mikrofluidniho usporadani

3.5.1 Imobilizace trypsinu na magnetické ¢astice

Magnetické Castice:

SeraMag Speed Beads, COOH, primér 0,816 um (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)

Si-Mag, NHz, primér 0,750 pm (Chemicell, Berlin, Némecko)

Magnetické nanocastice Fe;04@SiO> s —-NH», primér 100-200 nm (Ustav organické chemie

a technologie, FCHT, Univerzita Pardubice)
Chemikalie:

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDAC; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

N-hydroxysuccinimide (Sulfo-NHS; Fluka, Buchs, Svycarsko)
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Enzym:

TPCK-trypsin z hovéziho pankreatu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(vazano 50 pg resp. 500 pg na 1 mg ¢astic)

Roztoky

0,1M fosfatovy pufr pH 7,3

Zasobni roztok benzamidinu: 5mg/0,5 ml 0,1M fosfatového pufru pH 7,3

Zasobni roztok trypsinu: 1 mg/1 ml destilované vody

Roztok EDAC: 7,5 mg rozpusténo v 200 ul 0,1M fosfatového pufru pH 7,3

Roztok sulfo-NHS: 1,25 mg v 200 ul 0,1M fosfatového pufru pH 7,3

Skladovaci roztok: 0,1M fosfatovy pufr pH 7,3 s 2mM benzamidinem a 0,05% azidem sodnym

Postup:

Ze zéasobniho roztoku bylo odebrano potfebné mnoZzstvi magnetickych ¢astic (2,5 mg)
a byly promyty 5 x 1 ml 0,1M fosfatového pufru. Pro vazbu trypsinu byla pouzita 2. krokova
metoda se Sulfo-NHS. K 2,5 mg promytych ¢astic bylo ptidano 7,5 mg EDAC ve 200 pl 0,1M
fosfatového pufru pH 7,3 a 1,25 mg Sulfo-NHS ve 200 pl stejného pufru. Aktivace funkénich
skupin byla provaddéna 10 minut pii pokojové teploté a otaceni na rotatoru. Soucasné bylo
10 minut inkubovano 470 pl roztoku TPCK-trypsinu s 30 pl zdsobniho roztoku benzamidinu.
Po inkubaci nasledovalo promyti ¢astic 1 x 1 ml fosfatového pufru. K preaktivovanym ¢asticim
bylo ptiddno 500 pl roztoku trypsinu s benzamidinem a doplnéno fosfatovym pufrem na
celkovy objem 1 ml. Inkubace probihala pfes noc pii 4°C a otaceni na rotatoru.
Nasledujici den byly pomoci magnetického separdtoru odstranény nenavazané slozky
a nosi¢ byl promyt 10 x 1 ml fosfatového pufru. U vSech testovanych ¢astic byla stanovena
aktivita vdzaného enzymu a zbytek nosice byl uskladnén v ptislusném skladovacim roztoku.
Pro imobilizaci nano¢astic byl postup mirn€ upraven. Procesu imobilizace pfedchazela
resuspendace a promyti ¢astic v 1 ml ultraisté vody a vzorek byl ultrazvukovan po dobu
30 minut. Nasledovalo promyti 5 x 1 ml 10mM fosfatového pufru pH 7,3 s 0,3% TWEEN 20 a
2 x 1 ml 10mM fosfatového pufru pH 7,3. 10mM fosfatovy pufr pH 7,3 byl pouzivan po celou

dobu imobilizace. Postup a mnozstvi jednotlivych latek je totozny s vySe uvedenym.
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3.5.2 Stanoveni aktivity TPCK-trypsinu imobilizovaného na magnetickych
¢asticich

Chemikalie:

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina chlorovodikové 35% (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Chlorid vapenaty (Penta, Praha, CR)

N-a-benzoyl-D,L-arginin-4-nitroanilid hydrochlorid (BAPNA; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

N,N-dimethylformamid 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kyselina octova 99% (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Roztoky:

Promyvaci a fedici roztok: 0,1M Tris-HCI pufr pH 7,8 s 0,025M CaCl,

Roztok TPCK-trypsinu: 1 mg TPCK-trypsinu v 1 ml fediciho roztoku

Substratovy roztok: 0,055M BAPNA v N,N-dimethylformamidu

Zastavovaci roztok: 30% kyselina octova

Enzym:
TPCK-trypsin z hovéziho pankreatu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Postup:

Do zkumavek o objemu 1,5 ml bylo odebrano 0,2 mg pfipravenych magnetickych ¢astic
s imobilizovanym TPCK-trypsinem. Castice byly promyty 5 x 1 ml promyvaciho roztoku
a resuspendovany ve 100 pl promyvaciho roztoku. Nejdiive byla pfipravena kalibracni fada
solubilniho TPCK-trypsinu o celkovém objemu 100 pl koncentracich 0,1; 0,5; 1; 3; 5;7; 9; 11;
13 a 15 pg/100 pl. K roztokiim kalibracni fady i k roztoklim s ¢asticemi s imobilizovanym
TPCK-trypsinem byl pfidan 1 ml fediciho roztoku a 20 pl substratového roztoku. Nasledovala
inkubace ve tmé po dobu 30 minut na rotatoru pii laboratorni teploté. Po prob&éhnuti inkubace
byla reakce zastavena pifiddnim 200 pl zastavovaciho roztoku. Pomoci magnetického
separatoru byly odtazeny magnetické Castice a z jednotlivych vzorkl bylo odebrano v 200 pl

na mikrotitracni desticku. Absorbance jednotlivych roztokl byla zméfena na spektrofotometru
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pfi vlnové délce 405 nm. Z rovnice kalibracni pfimky bylo néasledné vypocteno mnoZzstvi

imobilizovaného TPCK-trypsinu na magnetickych casticich.
3.5.3 Stépeni a-kaseinu TPCK-trypsinem ve vsidkovém uspoiadani

Magnetické Castice:

SeraMag Speed Beads, COOH, primér 0,816 um (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)

Si-Mag, NHz, primér 0,750 pm (Chemicell, Berlin, Némecko)

Magnetické nano&astice Fe;04@SiO2 s -NH,, primér 100-200 nm (Ustav organické chemie a

technologie, FCHT, Univerzita Pardubice)

Chemikalie:

Hydrogenuhli¢itan amonny (Lachema, Neratovice, CZ)

Kyselina trifluoroctova (TFA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Roztoky:

50mM NH4HCO;

5% TFA

Vzorek:

a-kasein (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Postup:

K analyze byl pouzit a-kasein, u kterého neni nutna redukce a alkylace. Aby byl pomér
aktivniho navézaného enzymu a a-kaseinu 1:20, bylo pouzito 1 mg pfipravenych castic od
kazdého druhu. 1 mg c¢astic s imobilizovanym TPCK-trypsinem bylo odebrano do zkumavek
abyly promyty 4 x 1 ml 50mM NH4sHCOs. Nésledné¢ byl k promytym césticim piidan
pfipraveny roztok a-kaseinu (1 mg v 500 pl 50mM NH4HCO3). Na rotatoru byla pfi laboratorni
teploté provedena inkubace. V pritbé¢hu inkubace byly odebirany jednotlivé frakce Stépené¢ho
a-kaseinu po 10 ul v ¢ase 15 minut, 30 minut, 1hodina, 2 hodiny, 3 hodiny, 5 hodin a 20 hodin.
Celkem tedy bylo odebrano sedm frakci, které byly nasledné okyseleny 2 pl 5% TFA. Ziskané
vzorky byly analyzovany pomoci Tris-tricinové SDS-PAGE a jako dopliikovd metoda byla

pouzita hmotnostni spektrometrie.
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3.5.4 Stépeni a-kaseinu TPCK-trypsinem v mikro¢ipovém uspoiadani

Magnetické Castice:

SeraMag Speed Beads, -COOH, primér 0,816 um (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)

Si-Mag, -NH;, pramér 0,750 um (Chemicell, Berlin, Némecko)

Magnetické nano&astice Fe;04@SiO2 s -NH,, primér 100-200 nm (Ustav organické chemie a

technologie, FCHT, Univerzita Pardubice)
Chemikalie:

NH4HCOs3 (Lachema, Neratovice, CZ)
TFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Roztoky:
50mM NH4HCO3
5% TFA
Vzorek:
a-kasein (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Postup:

Ptedem pfipravené magnetické Castice s imobilizovanym TPCK-trypsinem (500 pg na
1 mg ¢astic) byly promyty a zavedeny do komirky ¢ipu v mnozstvi 1 mg na zakladé postupu
3.4. Misto PBS pufru byl pouzit 0,1M fosfatovy pufr pH 7,3. Poté byly ¢astice v €ipu promyty
1 ml 50mM NH4HCO:; pfi pratoku 50 pl/min. Nasledovalo davkovéni vzorku. Bylo zachovéano
stejné mnozstvi a-kaseinu ve vzorku jako v ptipad¢ vsadkového usporadani, tedy 1 mg v 500
ul 50mM NH4HCO;. Vzorek byl na nosi¢ nanasen pii pratoku 3 pl/min. Se zpozdénim 120 pl
byly odebirany ctyti frakce po 125 ul. Tyto frakce byly okyseleny dle potieby 5% TFA, aby
déale nedochézelo ke $tépeni. Hned po naneseni vzorku byly castice promyty 400 pl roztoku
hydrogenuhli¢itanu amonného. Prvnich 50 pl bylo davkovéno jesté pii pratoku 3 pl/min. Poté
byl pritok zvySen na 50 pl/min. Vzorky ziskané z analyzy v ¢ipu byly hodnoceny totozné jako
v pfipadé analyzy ve vsadkovém uspofadani. Pouzité magnetické ¢astice byly z ¢ipu vyjmuty,

promyty a uloZeny ve skladovacim roztoku.
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3.6 Fosforylace peptidového substratu a zavedeni automatického testovani

operacni stability imobilizované kinazy

3.6.1 Imobilizace proteinkinazy A na magnetické ¢astice s -COOH funk¢éni

skupinou

Magnetické Castice:
SeraMag Speed Beads, -COOH, primér 0,816 um (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)

Chemikalie:

2-(N-Morfolin-4-yl)ethansulfonova kyselina (C¢H13NO4S) (MES; Sigma-Aldrich St. Louis,
MO, USA)

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova kyselina (HEPES; Sigma-Aldrich St. Louis,
MO, USA)

Dithiotreitol (DTT; Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)

Ethylenglykol-bis-2-aminoethylether-N,N,N,N-tetraoctova kyselina (EGTA; Sigma-Aldrich
St. Louis, MO, USA)

EDAC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Sulfo-NHS (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Hovézi sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)
Enzym:

Proteinkinaza A (my$$i c-AMP-dependentni proteinkinaza, typ a, 0,68 mg/ml) (PKA; Biaffin
GmbH & Co KG, Kassel, Némecko)

Roztoky
0,5M MES pufr pH 6,0
50mM MES pufr pH 6,0

40mM HEPES pufr pH 7,2
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Postup:

Ze zasobniho roztoku byly do zkumavky odebrany 2 mg magnetickych ¢astic v suspenzi.
Byly promyty 5 x 1 ml 50mM MES pufru o pH 6,0. Poté byly aktivovany funk¢ni skupiny na
nosici, a to tak, ze k promytym magneticky ¢asticim bylo pfidano 165 pl 0,5M MES pH 6,0,
990 pl redestilované vody, S-NHS (3,63 mg/330 ul ddH»0) a EDAC (3,3 mg/165 ul ddH>0).
Inkubace probihala na rotatoru 30 minut pfi pokojové teploté. Po skonceni inkubace byly
¢astice promyty 1 x 1 ml 0,5M MES pH 6,0 a 1 x 1 ml 50mM MES pH 6,0. K promytym
¢asticim bylo ptidano 594 pl 50mM MES pH 6,0 s 0,05% BSA a 5,9 ul PKA (4 pg). Inkubace
probihala pies noc pifi 4°C a otdceni na rotatoru. Po inkubaci nésledovalo promyti 3 x 50mM
MES pH 6,0 a 4 x 40mM HEPES pH 7,2. Takto pfipravené cCastice byly skladovany
v 500 pl HEPES pufru pH 7,2 pfti 4°C.

3.6.2 Fosforylace peptidového substratu ve vsadkovém usporadani

Magnetické Castice:
SeraMag Speed Beads, -COOH, primér 0,816 um (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) s imobilizovanou PKA

Chemikalie:
ATP (10 mM, BioLabs, New England, USA)

Kemptide: peptidovy substrat (Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA)
NaOH (Penta, Chrudim, CZ)

HEPES (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)

DTT (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)

EGTA (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)

Roztoky:

Promyvaci a skladovaci roztok: 40mM HEPES pH 7,2

Reakéni roztok: 40mM HEPES pH 7,2 + 5mM MgCL + 2mM DTT + 5mM EGTA
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Postup:

1 mg magnetickych ¢astic s imobilizovanou PKA bylo promyto 3 x 1 ml promyvaciho
roztoku. K promytym ¢asticim bylo pfidano 180 pl reakéniho pufru, 10 ul ATP a 10 ul
peptidového substratu Kemptide. Fosforylace probihala za mirného tfepani pii 25 °C 30 minut.
Pomoci magnetického separatoru byly pfitazeny magnetické Castice a byl odebran vzorek
s fosforylovanym substratem. Ten byl okyselen 5% TFA a ponechan k nasledné analyze na
hmotnostnim spektrometru. Castice byly promyty 3 x 500 ul promyvaciho roztoku a ve

skladovacim roztoku byly skladovany pii 4°C.

3.6.3 Fosforylace peptidového substratu v mikrocipovém usporadani a operacni
stabilita

Magnetické Castice:

SeraMag Speed Beads, -COOH, primér 0,816 um (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA) s imobilizovanou PKA

Chemikalie:
ATP (10mM, BioLabs, New England, USA)

Kemptide: peptidovy substrat (Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA)
NaOH (Penta, Chrudim, CZ)

HEPES (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)

DTT (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)

EGTA (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)

Roztoky:

Promyvaci a skladovaci roztok: 40mM HEPES pH 7,2

Reakéni roztok: 40mM HEPES pH 7,2 + 5mM MgCL + 2mM DTT + 5mM EGTA

Vzorek:

47 ul reakéniho pufru + 3 ul ATP + 10 pl Kemptide
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Postup:

Podle postupu v kapitole 3.4, byly zavedeny magnetické ¢astice s navazanou PKA do
&ipu. Misto PBS pufru byl pouzit 40mM HEPES pufr o pH 7,2. Castice v &ipu byly promyty
200 pl promyvaciho roztoku a 200 pl reakéniho pufru. Oba roztoky jsou davkovéany do Cipu pfi
pritoku 50 pl/min. Po promyti bylo na nosi¢ v ¢ipu davkovano 60 ul vzorku. Prvnich 25 pl
bylo dadvkovéno pfi pratoku 50 pl/min nez bylo dosazeno loze ¢astic v Cipu. Poté byl pritok
snizen na 2 pl/min. Pfi tomto pratoku bylo po naneseni vzorku do ¢ipu davkovano jesté 40 pl
reakéniho pufru. DalSich 10 pl reakéniho pufru bylo davkovano pii prutoku 50 pl/min.
Nasledovalo promyti 200 pul promyvaciho roztoku a 150 pl reakéniho pufru. Oboji pii pratoku
50 pl/min. Postup byl podle potteby opakovan az 8x tak, aby bylo mozné testovat operacni

stabilitu ¢astic.
3.7 Izolace ovalbuminu ze standardni smési proteint

3.7.1 Imobilizace anti-ovalbuminovych protilitek na magnetické mikrocastice s -

COOH funkéni skupinou
Magnetické Castice:

SeraMag Speed Beads, -COOH, primér 0,816 um (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)

Chemikalie:

EDAC (Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA)

Sulfo-NHS (Fluka, Buchs, Svycarsko)

MES (Sigma-Aldrichm St. Louis, MO, USA)

PBS pufr pH 7,4

Protilatky

Monoklonalni protilatky proti ovalbuminu (vdzano 100 pl na 1 mg ¢astic)
Roztoky:

0,1IM MES pH 5,0

PBS pufr pH 7,4

0,05% TFA
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Postup:

Postup byl zahdjen promytim magnetickych ¢astic, které byly do zkumavky odebrany ze
zasobniho roztoku. Promyti probéhlo 5 x 1 ml 0,1IM MES pufru. Pro vazbu anti-
ovalbuminovych protilatek byla pouzita 2. krokova imobiliza¢ni technika. K promytym
¢asticim bylo ptidano 7,5 mg EDAC ve 250 pl 0,1M MES pufru a 1,25 mg S-NHS ve 250 ul
0,1M MES pufru. Takto pfipraveny roztok s ¢asticemi byl inkubovan na rotatoru 10 minut pfi
laboratorni teploté. Preaktivované ¢astice byly promyty 1 x 1 ml 0,1M MES pufru. Poté bylo
k ¢asticim pfidano 100 ul zasobniho roztoku anti-ovalbuminu a 900 ul MES pufru. Vzapéti
bylo odebrano 20 pl piavodniho vzorku knasledné elektroforetické analyze. Castice
s protilatkami byly inkubovéany 20 hodin pfi 4 °C a otaceni na rotatoru. Po uplynuti této doby
byly odstranény nenavéazané slozky a 20 ul z vazebné frakce bylo opét ponechédno k analyze.
Castice byly promyty 3 x 1 ml 0,1M MES pufrem a odebrano 20 ul promyvaci frakce. Dalsi
promyvani probihalo 4 x 1 ml PBS pufru pH 7,4. Byla provedena kysela eluce pfidanim 500 pl
0,05% TFA — 15 minut pfi otd€eni na rotatoru, po odseparovani ¢astic byl odebran vzorek elucni
frakce. Zavérecné promyti ¢astic bylo provedeno 5 x 1 ml PBS pufru pH 7,4. Pfipraveny nosi¢
byl resuspendovan v 500 ul PBS pufru a byl k nému ptidan azid sodny. Nosi¢ byl skladovan
pfi 4 °C. Kontrola vazby byla kontrolovana pomoci SDS-PAGE s 10% gelem.

3.7.2 Vsadkova izolace ovalbuminu ze standardni smési proteinu pomoci

specifického imunosorbentu
Magnetické Castice

SeraMag Speed Beads, -COOH, primér 0,816 um (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA) s imobilizovanymi anti-ovalbuminovymi protilatkami
Roztoky:

0,1M fosfatovy pufr pH 7,0

0,1M fosfatovy pufr pH 7,0 s IM NaCl

0,01M fosfatovy pufr pH 7,0

PBS pufr pH 7,4

Elu¢ni roztok: 0,05% TFA

Skladovaci roztok: PBS pufr pH 7,4 + 0,05% azid sodny
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Vzorek proteinii:

Standardni smés proteint: ovalbumin, BSA, a-kasein, konkanavalin A - v 1,5 ml 0,1M

fostatového pufru pH 7,0 (200 pg kazdého proteinu v 1 ml).
Postup:

Ze suspenze ptipravenych castic s imobilizovanymi anti-ovalbuminovymi protilatkami
byl odebran 1 mg alikvot. 1 mg ¢astic byl promyt 5x 1ml 0,1M fosfatového pufru pH 7,0
Na 1 mg promytého imunosorbentu byl nanaSen 1 ml vzorku pfi otaceni na rotatoru po dobu
1,5 hodiny pii laboratorni teploté. Cast ptivodniho vzorku byla ponechana k analyze. Po
inkubaci bylo odebrano 200 ul roztoku vazebné frakce. Castice byly promyty 10 x 1 ml 0,1M
fostatového pufru pH 7,0 a prvni promyvaci frakce byla v objemu 200 pl taktéz ponechana.
Promyvani pokracovalo 5 x 1 ml 0,1M fosfatového pufru pH 7,0 s IM NaCla 5 x 1 ml 0,01M
fostatovym pufrem pH 7,0. Nésledovala eluce, kterd byla provedena ptidanim 200 pl 0,05%
TFA a ¢astice byly s elu¢nim roztokem inkubovéany na rotatoru za mirného otaceni po dobu 15
minut. Eluce byla opakovana jesté 2x a po kazdé¢ inkubaci byla odebrana elu¢ni frakce o objemu
200 pl. Po eluci byl nosi¢ regenerovan 2 x 1 ml elu¢niho roztoku a prvni regeneracni frakce
byla ponechana k analyze. Imunosorbent byl promyt 5 x 1 ml PBS pufru a v 500 pl

skladovaciho roztoku byl uschovan pii 4 °C pro dalsi aplikace.

3.7.3 Mikrofluidni izolace ovalbuminu ze standardni smési proteinii pomoci

specifického imunosorbentu
Magnetické Castice

Magnetické castice SeraMag® s -COOH funkéni skupinou (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) s imobilizovanymi anti-ovalbuminovymi protilatkami
Roztoky:

0,1M fosfatovy pufr pH 7,0

0,1M fosfatovy pufr pH 7,0 s 1M NaCl

0,01M fosfatovy pufr pH 7,0

PBS pufr pH 7,4

Elucni roztok: 0,05% TFA

Skladovaci roztok: PBS pufr pH 7,4 + 0,05% azid sodny
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Vzorek proteinii:

Standardni smés proteint: ovalbumin, BSA, a-kasein, konkanavalin A - v 1,5 ml 0,1M

fosfatového pufru pH 7,0 (400 png kazdého proteinu na 1 ml).
Postup:

Pfipraveny nosi¢ s navazanymi anti-ovalbuminovymi protilatkami byl vnesen do Cipu
podle postupu v kapitole 4.3. Promyti ¢astic bylo provedeno v ¢ipu, a to ddvkovanim 1 ml 0,1M
fosfatového pufru pH 7,0 pii pratoku 60 pl/min. Po promyti nasledovala aplikace pfipravené
smeési proteinll. Vzorek byl nanasen v objemu 500 pl na 1 mg imunosorbentu v €ipu pii pritoku
9 ul/min. Cast ptivodniho vzorku a vzorek vazebné frakce byly ponechany k elektroforetické
analyze. Vazebna frakce byla odebirana se zpozdénim 50 pl. Po naneseni celého objemu vzorku
byly Castice v ¢ipu promyty 1 ml 0,1M fosfatového pufru pH 7,0. Prvni promyvaci frakce byla
odebirana se zpozdénim 50 pl a v objemu 200 pl ponechéna. Déle byl imunosorbent promyt
600 pl 0,1M fosfatového pufru pH 7,0 s IM NaCl a 400 pl 0,01M fosfatového pufru pH 7,0.
Vsechny promyvaci kroky probihaly pii pratoku 60 pl/min. Nasledovala eluce nanesenim 300
ul 0,05% TFA pfi pritoku 15 pl/min. Jednotlivé elucni frakce byly jiméany se zpozdénim 50 pl
v objemu 100 pl. Sbér elucnich frakei byl ukon€en v poloviné promyvani zftedénym pufrem,
ktery byl nandSen v objemu 100 pl pfi stejném pritoku. Analyza byla zakonc¢ena promytim
imunosorbentu 500 pl 0,1M fosfatového pufru pH 7,0 pfi pratoku 60 pl/min. Po vyjmuti nosice
z Cipu byly Castice promyty jesté 2 x 1 ml PBS pufru a byly ulozeny ve skladovacim roztoku

ve 4 °C.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Sestaveni vhodného schématu pro vyuziti mikrofluidnich pump

a ventili pro bioanalytické aplikace ve vybraném mikrofluidnim ¢ipu

Pti zahajeni experimentalni ¢asti prace bylo prvnim tkolem sezndmit se s mikrofluidnim
zafizenim pro fizeni a kontrolu pratoku od spolecnosti LabSmith. Soucésti systému pProcess
je software verze 1.46 a hardware, ktery zahrnuje jak programovatelné injekéni pumpy SPSO1,
tak automatizované ventily fady AV a snimace tlaku. Tento systém umoziiuje ovladani
a monitorovani mikrofluidnich systému ptes pocitac. Dllezité bylo zjistit moznosti, které nam
tento systém nabizi, aby byly bioanalytické aplikace co nejlépe a uzivatelsky piivétive
ptevedeny do Cipu.

Nejdtive bylo sestaveno schéma a byly zaznamendny polohy ventilt (na obrazku €. 11 a
12 zobrazeny jako ctverce 1-6) pfi Cerpani roztokl z jednotlivych zasobnikl (na obrazku €. 11
a 12 zndzornény jako kolecka A-E). Ventily mohou byt otevieny bud’ v poloze A nebo opacné
v poloze B. Pokud je ventil zavieny, nachazi se v poloze X. Nastaveni ventilll je pro Cerpani
a davkovani kazdou pumpou jiné (tab. 5). Nejjednodussi zapojeni je pouzito u pumpy 3, kterd
je zapojena samostatné a je pouzivana pouze pro zasobnik E (obr. ¢. 12). V jejim piipadé
probihé cerpani ze zdsobniku pokud je ventil (6) v poloze A, a pro davkovani je ventil pfepnut

do polohy B. V tabulce €. 5 jsou polohy ventilii znaceny zleva doprava pro ventily 1-5.

o @ PUMPA 1
y
& N T—— @)
@ OZASOBNIK

VENTIL

Obrazek 11 — Schéma zapojeni zasobnikui, ventilii a pump na platformé pro nasavani a
davkovani roztoku do cipu ¢i do odpadu
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Tabulka 5 — Nastaveni pozic ventilii pro nasavani a davkovani roztoku do Cipu ¢i do odpadu pumpou 1 a 2

PUMPA 1

Zasobnik A
>Napousténi
>Cip
>(Qdpad

Zasobnik B
>Napousténi
>Cip
>(Qdpad

Zasobnik C
>Napousténi
>Cip
>(Qdpad

Zasobnik D
>Napousténi
>Cip
>(Qdpad

Obrazek 12 - Schéma zapojeni a ovladani ventilii pro nasavani a davkovani roztoku ze zasobniku E pumpou 3

PUMPA 2

Zasobnik A
>Napousténi
>Cip
>(Qdpad

Zasobnik B
>Napousténi
>Cip
>(Qdpad

Zasobnik C
>Napousténi
>Cip
>(Qdpad

Zasobnik D
>Napousténi
>Cip
>(Qdpad

A

B X
A A

A A

B A

A A A
A A A
B A A
A A

A A

B A

Cip

PUMPA 3

B X

A X

B A X

A X

A A

B A A

A A X A

A A A

B A X

A

A A X

s
PUMPA 3

» Napousténi A
» Cip B
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Pumpy 1-3 jsou vybaveny sklenénymi néstavci o objemu 100 pul a mohou cCerpat

a davkovat kapaliny pfi pritoku 0,073 az 2800 pl/min. (obr. 13)
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Obrazek 13 - Ukazka zapojeni pump a ventilii na platformé

Mikrofluidni ¢ip fixovany v zafizeni ChipGenie s magnetickym michadlem je

s platformou propojen hadi¢kami, které jsou pfes tésnéni zapojeny do vstupu u kanalku (obr.

14).
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magnetickém zarizeni ChipGenie
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Na obrazku €. 15 je uvedena ukdzka prostiedi softwaru pProcess, ktery umoziuje nejen
nastavit a monitorovat tlaky a pritoky v mikrofluidnim systému, ale také naprogramovat

a ulozit protokoly s nastavenim tak, aby mohly byt opakované spustény.

j %3, uProcess - o X

2 e
=S Interfaces Monitor None g s g
=] LabSmith EIB200 on COM4
ﬁ " REd/(AHdE03) LabSmith EIB200
- 4VM (Addr 06)
¢ Blue (Addr 09) 2[€ AW .5 o oW oD W
E‘@ Assemblies Red
M= Instruments @ Target volume Flow rate
] Ju [ o0m|u | | uifmin [ 0.000 | ujmin
[ | e
[e}
104ul [[J'set motion via Ch. 0.0 0.073 2800
4VM
@ I§| Valve 1 Valve 2 No valve 3 No valve 4
Open A [“0pen A
| [close [close
| [JopenB [JopenB
[ 2 x| e
a blue T: t vol Fl te
— . . Py arget volume Iow ra
2@ Sequencing Script -l © \ Ju [ 72089 u | [ wjmin [ 0.000 | uijmin
B "M = avm 2
-k *Blue = SPS 80 ul o)
E *Red = SPS 80 ul 97ul [Jset motion via Ch. 0.0 0.073 2300
. E Valves_B
& avM: Setvalves(3, 3,0,0)
E WaitDone()
B e i =
E Red: SetFlowRate( 300.000 ul; 15:21:32.228 Parsing script...
-8 Red: MoveTo( 80.000 ul) 15:21:32.237 Parsing succeeded with no emors in 26 lines.
E Blue: SetFlowRate( 300.000 ul : v ub‘ect decla in the script are connected.
S E Blue: MOVETO(SO.W ul) 2 3 e script Is ready to run.
E WaitDone()
E Valves_A

Sequenceidle

4.1.1 Experimenty s barevnymi roztoky

Dals$im postupem bylo nastaveni promyvacich krokti. Pied a po kazdé aplikaci bylo nutné
promyt vSechny zasobniky, pumpy a hadi¢ky dostate¢nym mnozstvim destilované vody, aby
se zamezilo kontaminaci a ucpavani hadicek, naptiklad z diivodu krystalizace soli.

Vybrany mikro€ip eP1 firmy ChipShop (Jena, Némecko) byl vybran s ohledem na objem
injekéni pumpy SPSO01. Tento Cip byl vyroben z polymethylmetakrylatu (PMMA) a obsahuje
4 komurky. Kazda o objemu 100 pl. Jednotlivé komtirky maji kazda 2 vstupy a 2 vystupy, viz
obrazek €. 16. Pro prvotni experimenty s mikrofluidnim systémem a jeho adekvatni nastaveni

byly zvoleny potravinaiské barvy.
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Obrizek 16 - Schéma cipu eP1 (ChipShop, Jena, Némecko) se ctyimi kandlky o objemu 100 ul

Celkem byly pouzity Ctyfi potravinaiské barvy (zlutd — zasobnik A, zelend — B, ¢ervena
- C a zlutd - D). Naprogramovany byly zkuSebni demo verze pro zapojeni pump. Jako prvni
bylo testovano zapojeni pumpy 1 s vyuzitim pouze jednoho vstupu do Cipu. Z kazdého
zasobniku bylo postupné davkovano do c¢ipu 100 pl od kazdé barvy. Jakmile byl
naprogramovan funkéni protokol, bylo mozné méfit Cas, za ktery jedna pumpa nadavkuje
vSechny barvy o daném objemu do €ipu a nasledné jej porovnat s Casem davkovani pfi vyuziti
pumpy 1 12 soucasné. Nadavkovani vSech Ctyt barev jednou pumpou pfi priatoku 500 pl/min.
trvalo 1 minutu a 50 vtefin. Pfi stejném pritoku a zapojeni obou pump, kdy jedna Cerpala,
zatimco druhd davkovala, byla doba nadavkovani vSech barev zkracena o vice nez polovinu na
48 vtefin.

Béhem prvniho experimentu byla pozorovana kontaminace davkované barvy barvou
ptedchozi, ktera zistavala v hadickéach. Z toho diivodu byla vytvorena modifikace ptivodniho
nastaveni. A to tak, ze mezi ddvkovani barev do ¢ipu byl vlozen mezikrok, v némz bylo 20 pl
barvy vzdy vypusténo do odpadu, aby byly vyplaveny zbytky piedchozi barvy z hadicek.

Dale bylo testovano zapojeni pumpy 1 a 2, kazdé do jiného kandlku v ¢ipu. A bylo
nastaveno stfidani jednotlivych barev. V jednom kanalku byly davkovany barvy za sebou
v potadi zelend, Cervend, Zlutd, modré a v druhém Zlutd, modré, Cervena, zelena.

Dalsim testovanym postupem bylo zapojeni tieti pumpy do systému tak, Ze byl jeji vyvod
zapojen do druhého vstupu kanalku Cipu. Jak je patrné ze schématu (obr. €. 12), pumpa 3 miize
cerpat pouze ze zdsobniku E. Do zdsobniku E byla nadavkovéana destilovana voda. 100 pl
destilované vody bylo davkovano do kanalku ¢ipu vzdy po 100 ul jedné z barev a bylo
pozorovano vymyvani barev destilovanou vodou. Pfi tomto postupu bylo zjisténo, ze 100 pl
destilované vody neni dostatecné pro uplné vymyti barvy z kanalku. A byl tedy navySen objem

na 250 pl.
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Posledni nastaveni obsahovalo vyménu destilované¢ vody v zdsobniku E za Cervenou
barvu. Pfivod z pumpy 3 byl napojen na stejny kandlek a ¢ervend barva byla vpousténa druhym
vstupem mezi kazdou barvou davkovanou pumpou 1. Dochazelo tedy ke stfidani barev v jedné
komirce pfi zapojeni vSech tii pump (obr. €. 17)

Tyto experimenty slouzily k ovéfeni nastaveni vSech ventild a injek¢énich pump.
A zaroven k seznameni se se systémem a jeho chovanim. Barevné roztoky byly pouzity kviili

jejich snadné vizualni detekci.

Obrazek 17 - Experimenty s barevnymi roztoky— pumpa 3 davkuje cervenou barvu vstupem blize ke kanalku,
zatimco pumpa 1 davkuje zelenou barvu

4.1.2 Stanoveni mrtvych objemi mikrofluidniho systému

Dal$im podstatnym ukolem bylo stanoveni mrtvych objem daného mikrofluidniho
systému s jiz aplikovanymi magnetickymi ¢asticemi. Stanoveni mrtvych objemu je dilezité
hlavn¢ pro urceni piesného ¢asu pro odbér vzorku (pottebné frakce). MikrocCip byl zafixovan
v ramecku zafizeni ChipGenie, které obsahuje linearné se pohybujici magnet zajist'ujici
promichavani ¢astic. Pro stanoveni mrtvych objeml byla pouzita ¢ervend barva, a aby byly
zaznamenany mrtvé objemy shodné s témi v nasledujicich experimentech, byly do ¢Cipu
aplikovany magnetické Castice SeraMag v mnozstvi 1 mg podle postupu v kapitole 3.4 (obr.
¢. 18). Magnetické castice byly odebrany ze zasobni suspenze, promyty PBS pufrem a obsah

zkumavky byl doplnén na 500 ul. Nebyla provadéna zadna biofunkcionalizace.
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Obrdzek 18 - Cervend barva davkovana pies 1 mg magnetickych castic SeraMag pii stanoveni mrtvych objemii

Prvnim zaznamendvanym udajem z tohoto experimentu byl objem kapaliny (Cervené
barvy), ktera projde systémem piesné k zacatku hmoty castic. Rozsah, ve kterém se pohybuji
¢astice v ¢ipu pomoci michadla zabudovaného v zatfizeni ChipGenie, je zndzornén Cernymi
svislymi ¢arkami na obrazku ¢. 18. Tento objem byl 35 ul a byl stanoven z Casu, za ktery
cervena barva doputovala k magnetickym CcCasticim a z pritoku, pfi kterém byla barva
davkovana. Stejnym zplUsobem byl zaznamenan také objem kapaliny prochazejici oblasti,
ve které se pohybovalo loze 1 mg magnetickych ¢astic. Tento objem byl stanoven také na 35
ul. Cervend barva na konci odpadni hadi¢ky byla poprvé zaznamenana po prote¢eni 120 pl na
pumpé. V zavéru experimentu byla pres magnetické castice v Cipu davkovana destilovana voda,
aby bylo mozno zaznamenat Gplné vymyti barvy z ¢astic. Potiebné mnozstvi destilované vody

bylo stanoveno na 250 pl, aby doslo k viditelnému promyti.

4.2 Stépeni o-kaseinu trypsinem imobilizovanym na magnetickych
¢asticich
Po seznamenti se vSemi prvky sestavené¢ho mikrofluidniho systému bylo mozno ptistoupit
k prvni aplikaci. Byl pouZit proteolyticky enzym trypsin imobilizovany na magnetické Castice
SeraMag, Si-Mag a nanocéstice. Modelovym proteinem k proteolyze byl zvolen a-kasein.

Stépeni proteint trypsinem je charakteristické tim, Ze §t&pi pouze na karboxylovém konci lysinu

a argininu, pokud po nich nenasleduje prolin.
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Imobilizace TPCK-trypsinu na magnetické Céstice byla provedena podle postupu

v kapitole 3.5.1. Byly testovany dvé koncentrace pouzité k imobilizaci trypsinu, a to 50 pg

a 500 pgna 1 mg castic. U vSech takto pfipravenych nosicli byla stanovena aktivita navdzané¢ho

trypsinu s pouzitim substratu BAPNA podle postupu 3.5.2.

4.2.1 Stanoveni aktivity imobilizované¢ho TPCK-trypsinu

Pro zjisténi aktivity imobilizovan¢ho trypsinu byla pfipravena kalibracni zévislost

absorbance na koncentraci trypsinu. Hodnoty namétené absorbance kalibracnich roztoki byly

pouzity pro sestaveni kalibracni piimky zéavislosti absorbance na koncentraci TPCK-trypsinu.

Zaznam této zavislosti je vyobrazen v grafu €. 1.

Kalibracni rada aktivity trypsinu

-
EN

-
N

)

AgOSnm
N

0,6

6
c trypsinu (ug/100ul)
Graf 1 — Graf zavislosti absorbance na koncentraci TPCK-trypsinu

8

y =0,0784x + 0,0787
R?=0,9983

10 12 14 16

Po dosazeni hodnot absorbance pro jednotlivé vzorky do rovnice kalibra¢ni ptimky, byla

vypoctena koncentrace imobilizovaného enzymu. Pro piehlednost byly hodnoty absorbance

a koncentrace navadzaného trypsinu zaznamendny do tabulky ¢. 6. Koncentrace uvedena

v ug/100ul je vztazena na 0,2 mg Castic.

Tabulka 6 — Hodnoty vypoctenych koncentract trypsinu navazaného na MC

trypsinu/m
Nanodastice (50ug/mg) - -
Nanocdastice (500png/mg) 1,3431 6,7155
Si-Mag (50pg/mg) 0,4630 2,3150
Si-Mag (500pg/mg) 2,6951 13,4755
SeraMag (50pg/mg) 1,2793 6,3965
SeraMag (500pg/mg) 8,7921 43,9605
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Nejvyssi aktivitu navazaného trypsinu vykazovaly magnetické ¢astice SeraMag. Céstice
Si-Mag Vykazovaly 0 vice nez polovinu niz§i aktivitu a u nanocdastic byla koncentrace
nanocastice s pivodné vazanymi 50 pg trypsinu nemohla byt vycislena, protoze se hodnota
absorbance nachazela mimo kalibraéni fadu. Uinnost nosi¢e byla ovéfovana taktéz
provedenim Stépeni ve vsadkovém uspotfadani podle postupu v kapitole 3.5.3. VSechny
ptfipravené nosice s imobilizovanym TPCK-trypsinem byly pouzity pro vsadkové Stépeni a-

kaseinu.

4.2.2 Stépeni a-kaseinu trypsinem imobilizovanym na magnetickych &asticich

ve vsadkovém usporiadani

Nejdiive byly testovany Castice s pivodnim mnozstvim trypsinu 50 ug na 1 mg Castic.
Na obrazku ¢. 19 je zobrazen elektroforeticky gel s produkty Stépeni a-kaseinu TPCK-
trypsinem na magnetickych casticich SeraMag. Elektroforetické déleni a-kaseinu bylo

provadéno podle postupu 3.2.1 a proteiny byly barveny Coomassie Brilliant Blue.

kl:’EllM PV 15min. 30 min. 1 hod. 2 hod. 3 hod. 5 hod. 20 hod.
250 -

150 kDa .
100 kDa L
75 kD@ W— —
50 o4 N e -c.
37 kDa
TN
20 kDa
15 kDa
10 kDa

Obrazek 19 - Kontorola ucinnosti Stépeni o-kaseinu TPCK-trypsinem o koncentraci 50 ug/mg imobilizovaném
na magnetickych casticich SeraMag ve vsadkovém usporadani metodou tricine SDS-PAGE

S nartistajicim Casem byl patrny znatelny uUbytek a-kaseinu a narist mnozstvi jeho
fragmentii, avSak dostate¢né nastépeni plvodniho kaseinu bylo pozorovano az po péti

hodinach, kdy se vSak nachdzelo ve vzorku velké mnozstvi fragmentl s vysokou molekulovou
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hmotnosti. Tyto fragmenty byly naSt€peny az po dvaceti hodinach inkubace. Z toho diivodu
byla tato koncentrace vyhodnocena pro Stépeni jako nedostatecnd a dale byly v analyze

pouzivany pouze Castice o pivodni koncentraci trypsinu 500 pg/mg (obr. €. 20 — 22).

Obrazek 20 - Kontrola ticinnosti §épeni a-kaseinu T 'PCK-trypsinem o koncentraci 500 ug/mg na mgnetickych
nanocasticich ve vsadkovem usporadani metodou SDS-PAGE

Obrazek 21 - Kontrola ucinnosti Stépeni o-kaseinu TPCK-trypsinem o koncentraci 500 ug/mg na magnetickych
casticich Si-Mag ve vsadkovem usporadani metodou SDS-PAGE
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Obrazek 22 - Kontrola ucinnosti stépeni a-kaseinu TPCK-trypsinem o koncentraci 500 ug/mg na magnetickych
casticich SeraMag ve vsadkovém usporadani metodou SDS-PAGE

Na obrazku €. 20 je zobrazen zaznam elektroforetického déleni pro vzorky stépeni TPCK-
trypsinem na magnetickych nanocasticich. Vysledky odpovidaly tdajim zjiSténym pfi
stanoveni aktivity imobilizovaného enzymu na nosi¢i. Tedy Ze trypsin imobilizovany na
proteolytickou aktivitu. Pfesto vysledky vsddkového §tépeni u nanoc¢éstic ukazuji na mirnou
proteolyzu. JiZ po tficeti minutdch byl patrny vyrazny Gbytek vzorkového a-kaseinu. Po jedné
hodiné bylo Stépeni takika kompletni a po dvou hodinach nebyl na gelu zfetelny prouzek
odpovidajici molekule a-kaseinu, jen vétsi fragmenty s vynechanym $tépnym mistem.

Obrazek €. 21 zobrazuje zdznam elektroforetického déleni pro vzorky Stépeni TPCK-
trypsinem na magnetickych casticich Si-Mag. Zde byly vysledky S$tépeni piiznivéjsi nez
v pfipad€ nanocastic. K témét tplnému nastépeni vzorkového a-kaseinu doslo jiz po jedné
hodin¢ a po dvou hodinach byla patrna jen velmi slabd intenzita prouzkii odpovidajicich
neodstépenym fragmentliim. Velmi podobnych vysledkli bylo dosazeno pii Stépeni a-kaseinu
TPCK-trypsinem navazanym na magnetickych ¢asticich SeraMag (Obr. €. 22). Jiz po prvnich
patnacti minutach je vidét znatelny ubytek a-kaseinu ve vzorku a jiz po hodiné je §tépeni téméef
kompletni. Tento vysledek byl pomérné prekvapivy vzhledem k tomu, ze na zdklad¢ stanoveni
aktivity navazaného trypsinu vykazovaly MC SeraMag vice neZz dvojnisobnou aktivitu
navazané¢ho TPCK-trypsinu oproti ¢asticim Si-Mag. Tento jev mohl byt zplisoben ptipadnou
agregaci Castic v prostfedi 50mM NH4HCO3, ¢imz byl zmenSen reakéni povrch nosice. Piesto

byl a-kasein nastépen s velmi vysokou ucinnosti.
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4.2.3 Stépeni a-kaseinu trypsinem imobilizovanym na magnetickych &asticich

v mikrofluidnim usporadani

Jakmile byla prokdzana funkénost pfipravenych nosict, bylo mozno pfistoupit
k ptevedeni proteolyzy do mikrofluidniho uspotadani. Analyza byla provedena podle postupu
v kapitole 3.5.4. Nejprve byly zavedeny magnetické castice do Cipu fixovaného v zafizeni
ChipGenie. Bylo postupovano na zdklad¢ postupu v kapitole 3.4, ktery se osveéd¢il jiz pii
zavadéni castic do Cipu béhem experimentl s barvami. Bylo také velice nutné dbat na to, aby
se do systému nedostala vzduchova bublina. Proces zavadéni nosic¢e do Cipu je zobrazeno na

obrazku ¢. 23.

Obrazek 23 - Zavadeni magnetickych castic do c¢ipu pomoci Hamiltonovy strikacky a zavazi
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Mikrofluidni uspotfadani ma nékolik limitd, se kterymi bylo potieba pocitat pii upravach
protokolu pro jeho pouziti pfi mikroCipové analyze. Limitujici bylo napiiklad minimum
i maximum pouzitych ¢astic. Castice musely byt do ¢ipu davkovany v dostateéném mnozstvi,
aby bylo zajisténo rovnomérné loze pres celou Sitku Cipu. Optimalni mnozstvi ¢astic bylo
zvoleno na 1 mg.

V prostiedi pProcess softwaru bylo na zaklad¢ protokolu 3.5.4 naprogramovano ovladani
pump a ventilll. Do experimentu byly zapojeny dvé pumpy (1 a 2) a byly vyuzity pouze dva
zéasobniky. Zasobnik A obsahoval 50mM NH4HCOs a zasobnik B obsahoval vzorek a-kaseinu.
Finalni verze nastaveni je uvedena v ptiloze A tak, jak vypadad po naprogramovani v aplikaci
pProcess. Na zdznamu jsou vidét polohy ventilii a pritoky nastavené pro Cerpani a ddvkovani.
Jednotlivé kroky jsou oznaceny s ohledem na moznost opakovani analyzy jinou osobou nez je
ta, kterd protokol programovala. Pratok pro davkovani 50mM NH4sHCOs3 byl nastaven na 50
ul/min a pro davkovani vzorku byl zvolen pritok 3 pl/min. Konstantni pritok 3 pl/min. mél
zajistit dostate¢nou dobu kontaktu vzorku s nosi¢em blizici se tfem hodinam.

Béhem promyvani magnetickych ¢astic v ¢ipu 1 ml 50mM NH4HCO3 bylo zaznamenano
shlukovani ¢astic. Tento jev byl nejvyraznéj$i u nanocastic a Castic SeraMag. Nanocastice
tvorily drobné shluky pohybujici se v ¢ipu diky magnetickému michadlu zabudovanému
v zatizeni ChipGenie. AvSak nebylo zachovdno rovnomérné loze nutné k u¢innému Stépeni
(Obr. &. 24). Castice SeraMag tvotily v prostfedi 50mM NH4HCO3 kompaktni shluk velmi
tézko se pohybujici v Cipu. Tim bylo zamezeno u¢innému michéni (Obr. €. 25). Ptiznivési
chovani v prostfedi roztoku hydrogenuhli¢itanu amonného vykazovaly castice Si-Mag.
Prestoze byla patrna mirné agregace castic, dochdzelo k rovnomérnému presunu ¢astic ¢ipem a

Castice byly rozprostieny po celé Sifce kanalku (Obr. €. 26).

Obrazek 24 - Chovani nanocastic v prostredi 50mM NH:HCO3
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Obrizek 26 - Chovani castic Si-Mag v prostredi 50mM NHHCO3

K ¢asticim s imobilizovanym trypsinem byl davkovan vzorek 1 mg kaseinu v 500 pl
50mM NH4HCOs;. Byly odebirany vzdy ctyti frakce po 125 pl na obrazcich €. 27-29 znaceny
F1-F4. Sesbirané frakce byly ihned po odbéru okyseleny 5% TFA. Pro srovnani byl v druhé
analyze davkovan vzorek s 200 pg a-kaseinu v 500 pl 50mM NH4HCOs. Pocet frakei a jejich
objem byl zachovan vcetné nasledného okyseleni. Na zdznamech gelii elektroforetického déleni
(obr. €. 27-29) jsou frakce z druhé analyzy znaceny F1.1 az F1.4. Prvni frakce byla nejspis
odebréna pfili$ brzy a vysledek §tépeni je vidét pouze lehce. Protoze ke sbéru frakci dochéazelo
pribézné za kontinudlniho davkovani vzorku pii pritoku 3 pl/min nebyla moZnost sledovani
Stépeni v Case. Z toho diivodu by ve vSech frakcich mély byt detekovany totozné §tépné
fragmenty. Na vSech gelech jsou znatelné produkty Stépeni a znacny ubytek o-kaseinu
v porovnani s pivodnim vzorkem. Nicméné se vysledky Stépeni s magnetickymi ¢asticemi Si-
Mag a nanocasticemi zdaleka neblizi vysledkiim ziskanym z experimentu ve vsadkovém

usporadani po tfech hodinach.
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wrwe

promichavani v bioreaktoru a bylo by vhodné povrch ¢astic dale upravit, naptiklad vazbou
polyethylenglykolu. Niz§i ti€innost Stépeni mohl také ovlivnit fakt, Ze vzorek v ¢ipu neni po
celou dobu reakce v kontaktu s nosi¢em a realnd doba Sté€peni je tedy kratsi, piestoze se blizi
ttem hodindm. Diivodem mohlo byt také pfili§ silné magnetické michadlo v zafizeni
ChipGenie, které zabranilo ¢asticim pohybovat se ve vznosu. Ze zaznamu elektroforetického
déleni na obrazku €. 27 je ale patrné, Ze Stépeni probéhlo v potadku i pfes agregaci nosice, coz
znadi ztrata prouzku pro pivodni vzorek kaseinu a v ptipadé 200 pg vzorku doslo k nastépeni
dlouhych fragment. To vedlo ke konstatovani, ze MC SeraMag jsou vhodné pro tuto konkrétni
analyzu provadénou v mikroipu i pies jejich agregaci v prostiedi 50mM NH4HCO;. Castice
SeraMag vykazovaly nevy$si ucinnost Stépeni v obou typech uspofddani, coz odpovida

vysledklim ziskanym pfi zjiStovani aktivity navazaného trypsinu.

oM PV TFT". "EFLE  CEA. R sh gl

—_— -

15 kDa

10 kDa

Obrizek 27 - Stépeni alfa-kaseinu (1 mg a 200 ug/500ul) TPCK-trypsinem na magnetickych casticich SeraMag
v Cipu
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j b Ok ey
Obrazek 28 - Stépeni

ézfa-kaseihu (2 mg a 200 ,ug/500,£zl) TPCK-trypsinem na magnetickfch casticich Si-Mag v
Cipu

Ptestoze magnetické Castice Si-Mag vykazovaly nejlepsi chovani v pribéhu analyzy

v ¢ipu, a oproti nanocCasticim prokazaly vyssi Gcinnost béhem experimentu ve vsadkovém

usporadani, neda se z vysledku elektroforetického deleni (obr. €. 28) tvrdit, Ze by dochazelo

k aéinngjsimu  Stépeni a-kaseinu nez v piipadé nanocéstic (obr. ¢. 29). Z analyzy

s nanoc¢asticemi byly i1 pfes shlukovani v prostifedi NH4sHCO3 ziskany vysledky srovnatelné

s vysledky ziskanymi po jedné hoding $tépeni ve vsadkovém uspotradani.

2

Obrde - Stépeni lfa-kdseinit (1 ug/500ul) TPCK-trypsinem na nanocdsticich v ézu
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Ackoliv vysledky $tépeni z analyzy v mikro¢ipu se mirné liSily od vysledkt o¢ekavanych
na zéklad¢ experimentli ve vsadkovém uspofadani, mizeme konstatovat, Zze byl experiment
uspesné preveden do mikrofluidniho uspotadani. Toho bylo dosazeno diky moznosti nastaveni
pump a ventill na platform¢ spolecnosti LabSmith. Naprogramovany protokol byl uloZen a je

k dispozici pro dal$i moznosti analyzy.
4.2.4 Analyza S§tépeného a-kaseinu pomoci hmotnostni spektrometrie

Vzorky uvedené v pfedchozi sekci byly podrobeny nejen analyze pomoci gelové
elektroforézy, ale také analyze pomoci hmotnostni spektrometrie. Z kazdého vzorku bylo
odebrano 40 pmol a tento vzorek byl pfipraven podle postupu v kapitole 3.3. Vzorky byly
analyzovany pomoci MALDI LTQ Orbitrap XL v pozitivnim modu v rozsahu m/z 700-4000.
Metoda hmotnostni spektrometrie je vyhodnd pro urceni pfitomnosti specifickych a
nespecifickych fragmentt po $tépeni. Trypsin §tépi specificky za argininem a lysinem (R a K)
pokud nenésleduje prolin (P). Kazdy pik uvedeny v hmotnostnich spektrech (obr. ¢. 30-33)
odpovidd urcitétmu peptidu pochazejicimu z a-kaseinu. Specificita St€épeni muize byt
charakterizovana pomoci hmotnostni spektrometrie, kdy je mozné sledovat piedevsim
nespecificky nastépené peptidy a dale mnozstvi vynechanych §tépnych mist v jednotlivych
peptidech. Déle je mozné urcit pokryti sekvence Stépeného proteinu po Stépeni. Protein a-kasein
se skladd ze dvou podjednotek, a-S1 a a-S2. V tabulce v ptfiloze B je ukédzana tabulka
identifikovanych peptidi z obou podjednotek a-kaseinu pro druhou frakci Stépeni v Cipu
trypsinem imobilizovanym na ¢asticich SeraMag (1mg vstupniho a-kaseinu). Dosazené pokryti
sekvence bylo 50,9% pro a-S1-kasein a 53,6% pro a-S2-kasein. Tyto hodnoty byly bohuzel
obdobné i pro ostatni vzorky, nezévisle na inkubacni dob¢ a pouzitém pfistupu. To lze vysvétlit
tim, ze je hmotnostni spektrometrie vysoce citlivd metoda a jiz pfi minimalnim mnoZstvi
ptfitomného peptidu je mozné jej detekovat. Peptidy s vynechanym §tépnym mistem maji navic
delsi sekvenci a jejich ptidavek do pokryti sekvence je tak vyssi. Na zdkladé pokryti sekvence
nelze tedy bohuzel hodnotit kvalitu $t€peni. Ta byla jiz pomérmné dobie hodnocena v pfedchozi
kapitole gelovou elektroforézou.

Zde byly vybrany pouze nékteré pomocné postupy a to je piredevSim pomér intenzit
peptidl s jedinym vynechanym §tépnym mistem a jeho jiz zcela nastépenou variantou. I pies to
ze MALDI-MS v tomto piipad¢ neni mozné pouZzivat pro kvantifikaci a je nutné brat vysledky
s urcitou opatrnosti, trend je pomérné jednoznacny. Pro tyto Gcely byly vybrany pary 2235,241
(ve spektrech cca 2236,46 z diivodu oznaceni druhého izotopu u vyssich m/z) ktery odpovida
sekvenci HPIKHQGLPQEVLNENLLR a 1759,945 ktery odpovidd sekvenci
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HQGLPQEVLNENLLR. A dale to byl pik 3207,593 (ve spektrech pftiblizné¢ 3209,61)
odpovidajici sekvenci EGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFR a peptidy po uplném
nasStépeni 2316,137 EPMIGVNQELAYFYPELFR (ve spektrech ptiblizné¢ 2317,14) a 910,474
odpovidajici sekvenci EGIHAQQK. Pik 910,474 je ale ve spektrech $patn¢ viditelny, a tak byl
hodnocen pouze pik 2316,137. Na obrazcich jsou vidét spektra naStépeného a-kaseinu
vsadkové imobilizovanym trypsinem na casticich SeraMag (obr. 30), Si-Mag (obr. 31)
a nanocasticich (obr. 32). U ¢astic Seramag je patrné, Ze dochéazi k naristu intenzit u obou
variant 1 zcela naStépenych peptidl a také k ubytku intenzity pro peptidy s jednim vynechanym
Stépnym mistem (m/z 3209,61 a 2236,46) a naristu intenzity 2317,14 (bez vynechaného
Stépného mista). U ¢astic Si-mag a nanocastic nejsou vysledky tak presvédéivé pravdépodobné
z diivodu pocatecni niz8i G€innosti Stépeni. Nicméné pokles intenzity piku 2236,46 (jedno
vynechané §té€pné misto) a zaroven naruast intenzity 2317,14 (bez vynechaného $tépného mista)

je patrny i zde.
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Obrdazek 30 - Hmotnostni spektra nastépeného a-kaseinu vsadkové imobilizovanym trypsinem na casticich

SeraMag
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Obrazek 31 - Hmotnostni spektra nastépeného a-kaseinu vsadkové imobilizovanym trypsinem na casticich

SiMag
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Obrazek 32 - Hmotnostni spektra nastépeného a-kaseinu vsadkove imobilizovanym trypsinem na nanocasticich

a jedna se pouze o kone¢ny stav Stépeni (obr. 33). Pro vSechny typy €astic je zfejmé, Ze §tépeni
prob&hlo uspésné. Pfi hodnoceni je tedy nutné vychdzet pfedev§im zanalyzy gelovou

elektroforézou a MS analyzu povazovat pouze za doplitkovou. V ptipadé celkového hodnoceni

V piipad¢ mikro¢ipovych aplikaci bohuzel neni mozné sledovat tento vyvoj v Case

obéma metodami je ziejmé, Ze nejlépe §tépil trypsin imobilizovany na ¢astice SeraMag.
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Obrazek 33 - Hmotnostni spektra nastépeného a-kaseinu imobilizovanym trypsinem na casticich A - Seramag, B
- Si-mag, C - nanocastice v mikrocipu (1 mg kaseinu)
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4.3 Fosforylace peptidového substratu a posouzeni operacni stability

nosice s imobilizovanou proteinkinazou A

Dalsi aplikaci, kterd byla urcena k ptevedeni do Cipu byla fosforylace peptidového
substratu imobilizovanou proteinkindzou A. Cilem tohoto experimentu bylo fosforylovat
peptidovy substrat s dostate¢nou uc¢innosti a cely proces uspésné automatizovat. Fosforylace
fosforylace velice dulezité. Jednou z metod identifikace mist fosforylace proteint je porovnani
hmotnostnich spekter vzorku ptfed a po fosforylaci. Imobilizovana forma enzymu ma oproti
volnym forméam fadu vyhod. Jednou z nich je moznost opakovaného pouziti a zvySeni stability
enzymu po imobilizaci.

Metoda pro kontrolu ucinnosti fosforylace peptidi pomoci imobilizovanych kinaz byla
jiz diive zpracovana v [79] a [80]. Imobilizovany enzym pro tento experiment byl pfipraven
podle postupu 3.6.1. Byly pouzity magnetické castice SeraMag s karboxylovou funkéni
skupinou a jako ligand byla pouzita PKA. Substratem byl synteticky peptid kemptid, ktery
slouZzi jako fosfatovy akceptorovy peptid. Aminokyselinova sekvence kemptidu je LRRASLG
s teoretickou molekulovou hmotnosti 771,471, pro fosforylovany peptid LRRApSLG je
teoreticka molekulova hmotnost 851,437.

Aktivita kinazy byla vyhodnocena z dat ziskanych metodou hmotnostni spektrometrie,
kdy byly vzorky analyzovany pomoci MALDI LTQ Orbitrap XL v pozitvnim moédu v rozsahu
m/z 500-2000. Aktivita byla vyjadfena jako procentudlni mira intenzit fosforylovaného a
nefosforylovaného peptidu ziskand z poméru relativni intenzity piku odpovidajiciho
fosforylované formé substratu a celkové intenzity signalu. Ta je dana souctem relativnich
intenzit pikii odpovidajicich nefosforylované a fosforylované formé peptidu.

Na 1 mg magnetickych ¢astice SeraMag o priméru 0,816 pm bylo navazano 2 ng PKA
podle postupu v kapitole 3.6.1. Takto pfipraveny nosi¢ byl vnasen do c¢ipu umisténého
v zafizeni ChipGenie podle postupu v kapitole 3.4. K 1 mg magnetickych ¢astic s navazanou
PKA v ¢ipu byl pfidan vzorek obsahujici reakéni pufr, kemptid v mnozstvi 10 pul a 3 pl ATP
v celkovém objemu 60 pl. Podle protokolu v kapitole 3.6.3, ktery byl vytvofen s ohledem na
zachovani principu experimentu ve vsadkovém uspotadani, byl naprogramovan postup pro
ovladani mikrofluidnich zatfizeni na platformé viz ptiloha C. Nastaveni protokolu bylo v tomto

vvvvvv

kontinudlné cerpano ze zasobniku A — vzorek, C — promyvaci pufr a D — reakéni pufr.
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Skript je navrZzen tak, aby se v pfipad€ testovani operacni stability pokracovalo krokem
davkovani promyvaciho pufru. Uvedend verze skriptu je ve findlni podobé.

Na zaznamu z hmotnostniho spektrometru v pozitivnim médu [M+H]" bychom méli
sledovat teoretické hodnoty 772,478 a 852,446. V piipadé¢ naseho experimentu byly
zaznamenany hodnoty 772,480 pro nefosforylovany substrat a 852,446 pro fosforylovany
substrat (obr. ¢. 34-38).

Nejprve byla testovana tfi mozné nastaveni protokolu. Priitok byl nastaven tak, aby doba,
kdy je vzorek v kontaktu s magnetickymi ¢asticemi s imobilizovanou PKA, odpovidala 7,5
minutdm (A), 15 minutdm (B) a 30 minutam (C). Vysledky hmotnostnich spekter pro tato tfi
nastaveni jsou k vidéni na obrdzku €. 34. Z obrazku je patrné, Ze fosforylace neni dostate¢na
ani v jednom piipad¢é. To mohlo byt zplisobeno Spatnou ucinnosti imobilizované PKA nebo
Spatnym nastavenim protokolu. Abychom vyloucili nefunk¢énost nosice byla provedena
referencni fosforylace ve vsadkovém uspofadani. Viz obrazek ¢. 35. Je vSak znatelné, ze
prodlouzeni doby analyzy vyrazné¢ pfispélo ke zvySeni miry fosforylace. Z toho diivodu bylo

nastaveni protokolu pro dobu analyzy 7,5 minuty vytazeno z dalSiho testovani.
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Obrazek 34 — Hmotnostni spektrum nefosforylovaného (zelené) a fosforylovaného (Cervené) substratu
kemptidu. Experiment se tfemi moznostmi doby reakce (A — 7,5 min., B— 15 min., C — 30 min.)
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Provedenim referencniho experimentu ve vsadkovém uspotfddani podle postupu
v kapitole 3.6.2 bylo prokdzano, Zze pfipraveny nosi¢ s imobilizovanou PKA je funkéni

a aktivita PKA je zachovana. Intenzita fosforylovaného substratu dosahovala 98 %.
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Obrazek 35 — Hmotnostni spektrum nefosforylovaného (zelené) a fosforylovaného (Cervené) kemptidu
z experimentu referencni vsadkové fosforylace na magnetickych casticich s imobilizovanou PKA

Z vysledkii experimentu ve vsadkovém uspofadani bylo usouzeno, Ze je nutné hledat
problém v nastaveni protokolu. Pfistoupilo se proto k opakovdni experimentu se dvéma
modifikacemi. Prvni Gpravou bylo snizeni pritoku jiz po proteeni prvnich 25 ul, ¢imz byl
posunut i sbér frakce (obr. €. 36 — B). Pro tento experiment bylo pouzito nastaveni pro dobu
reakce 30 min. Pro porovnani byl proveden taktéz ptivodni experiment pii 30 minutach, aby
bylo mozné pozorovat ptipadné zmény (obr. €. 36 — A). Druhou modifikaci bylo prodlouzeni

doby reakce na 1 hodinu (obr. ¢. 36 — C).
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Obrazek 36 — Hmotnostni spektrum nefosforylovaného (zelené) a fosforylovaného (Cervené) kemtidu.
Porovnani analyzy 30 minut s puvodnim nastavenim (A), 30 minut (B) a I hodina (C) s modifikovanym
protokolem

Jak je vidét z porovnani na obrazku €. 36, prvni modifikace prokazatelné zvysila t¢innost
fosforylace (36-B). AvSak mezi reakci probihajici 30 minut a 1 hodinu neni vidét Zadny patrny
rozdil. Druhd modifikace tedy nebyla nutnd a v nasledujicich analyzach se od ni upustilo.
Prestoze Uprava protokolu prokéazala zlepSeni ucinnosti fosforylace, nebylo stile dosazeno
dostate¢né intenzity. Problém mohl byt v nastaveni protokolu nebo v priichodu substratu pies
¢astice. Bylo proto rozhodnuto, ze zavedeme dé€leni frakci na Ctyfi a pfipravime novy nosic¢
s dvojnasobnym mnoZzstvim (4 pg/l mg ¢astic) imobilizované PKA, aby byly zajistény lepsi

podminky pro u¢innou fosforylaci.
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Obrazek 37 — Hmotnostni spektrum nefosforylovaného (zelené) a fosforylovaného (Cervené) kemptidu.
Porovnani frakci 1-4 (4-D)

Jedna sbérna frakce byla rozdélena na Ctyfi, které byly odebirany po 20 pl. Byl zachovéan
cas reakce 30 minut. Z hmotnostnich spekter na obrazku ¢. 37 lze fici, ze v prvni frakci se
nachdzeji pouze kontaminanty (37-A). Druhd frakce obsahuje uspésné nafosforylovany peptid
(37-B), ve treti frakci se nachazi jiz i zbytky nedofosforylovaného peptidu (37-C) a v posledni
frakci je nefosforylované¢ho peptidu nejvice a zda se, ze ¢ast substratu prochazi nezreagovana
manipulaci magnetickych ¢astic v €ipu. Je pravdépodobné, Ze mikrofluidni zatizeni ChipGenie
obsahujici magnet pro zajisténi promichavani MC v &ipu nezajidt'uje udrzeni ¢astic ve vznosu.
Nicmén¢, pokud by byla analyzovéana a hodnocena pouze druha frakce, bylo by mozné provést

dal$i experimenty s fosforylaci substratu.
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4.3.1 Operacni stabilita nosic¢e s imobilizovanou PKA

Operacni stabilita je parametr, ktery je bézné sledovan u imobilizovanych bioaktivnich
systémul. Jednd se o zhodnoceni zmén aktivity nosice s vazanym enzymem bchem jeho
opakovaném pouziti. Stanoveni operacni stability imobilizované PKA bylo provedeno na
zékladé postupu uvedené¢ho v kapitole 4.5.3. Bylo provedeno celkem osm opakovani
bezprostiedné po sobé a pro kazdé opakovani byly odebirany ctyfi frakce. Pro vyhodnoceni

operacni stability byla vybrana frakce €. 2, kterd byla v pfedchozim experimentu vyhodnocena

jako relevantni.
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Obrazek 38 — Hmotnostni spektrum nefosforylovaného (zelené) a fosforylovaného (cervené)kemptidu.

Experiment stanoveni operacni stability
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Na obrazku ¢. 33 jsou vyobrazena hmotnostni spektra z findlniho experimentu, kdy byla
testovana operacni stabilita nosic¢e s imobilizovanou PKA. Odshora je mozné vidét opakovani
1 az 8 (A-H). Pficemz jsou méfeny vzdy druh¢ frakce ze Ctyt odebiranych. Z obrazku je patrné,
ze maximalni intenzita fosforylovaného substratu byla pozorovana pro prvni a druhé
opakovani, kdy dosahovala pfiblizn¢ 96 %. To je v porovnani s referencnim vsadkovym
usporadanim (obr. €. 30), kdy bylo dosazeno intenzity 98 %, ptiblizn€ o 2 % mén¢. Od tietiho
opakovani dochédzelo k pozvolnému sniZzovani intenzity fosforylovaného substratu a narist
intenzity nenafosforylovaného peptidl, coz znaci niz$i G€innost fosforylace. Nicméné i po
osmém opakovani experimentu je intenzita fosforylovaného substratu 88 %. Tato hodnota se
da pokladat za dostatecnou pro u¢innou fosforylaci proteinu, pokud budou reakéni casy vyssi
nez 30 minut.

Vysledkem tohoto experimentu byl také funkéni protokol, s takovym nastavenim pump
a ventili, ktery vedl k GspéSné nafosforylovanému substradtu a zhodnoceni operacni stability
pfipraveného nosice. Po uspéSném pievedeni procesu fosforylace do Cipu, jsme mohli
konstatovat, ze nosi¢ lze pouzit minimalné osmkrat, kdy celd analyza probihala v Cipu, coz
znaén€ eliminuje pracnost tohoto experimentu, ktery se bézné provadi ve vsadkovém

usporadani.
4.4 Izolace ovalbuminu ze standardni smési proteinii

Nejdiive byl pfipraven afinitni nosi¢ - magnetické castice SeraMag s imobilizovanymi
protilatkami proti ovalbuminu podle postupu v kapitole 3.7.1. Standardni smés proteinti
obsahovala BSA, ovalbumin, konkanavalin A a a-kasein. Izolace ovalbuminu probihala v ¢ipu
podle postupu v kapitole 3.7.3 na I mg nosice a soub&zné byla provadéna izolace ve vsadkovém
usporddani s pouzitim stejného mnozstvi ¢astic podle postupu v kapitole 3.7.2. Protokol
nastaveni pump a ventilli pro tuto aplikaci je uveden v pfiloze D. V protokolu pro izolaci
ovalbuminu se jednd o vysoce komplexni zapojeni vSech zdsobnikt, ventil a pum, tak, ze tvoii
jeden funkéni celek. Za Gc¢elem provedeni eluce byla zapojena pumpa 3, ktera Cerpala elu¢ni
roztok umistény v zasobniku E tak, aby dochazelo k uvolnéni ovalbuminu z komplexu
s antiovalbuminovymi protilatkami navdzanymi na magnetickych ¢asticich.

Z obrazku €. 39 je patrné, Ze v prostiedi fosfatového pufru nedochézelo k agregaci Castic

a magnetické ¢astice SeraMag tvorily loze po celé Sifce kanalku.
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Obrazek 39 - Chovani seramag castic ve fosfatovem pufru

Jako promyvaci roztoky byly zvoleny 0,1M fosfatovy pufru o pH 7,0, dale tentyz pufr
s IM NaCl a 10x zfedény 0,1M fosfatovy pufr o pH 7,0. V pfipadé experimentu ve vsadkovém

uspofadani byl k promyvani pouZzit magneticky separator (obr. 32).

Obrazek 40 - Magneticky separator k separaci
magnetickych castic béhem experimentu ve vsadkovem
usporadani
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Eluéni roztokem byl zvolen roztok 0,05% TFA, ktery spliioval podminku pH niz§iho nez
2,5. Pocet eluci byl nastaven na tii opakovani v pfipadé vsadkového uspotfadani a ekvivalent
péti opakovanim pro mikroCipovou analyzu, kazdd po 15 minutich. Vsadkovad analyza
probihala podle postupu v kapitole 3.7.2. Izolace v mikroCipu probihala podle postupu

v kapitole 3.7.3 v¢etné uvedenych objemi a prutokd.
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Obrazek 41 — Elektroforeticky zaznam izolace ovalbuminu ze standardni smési
proteinii anti-ovalbuminovymi protilatkami na magnetickych casticich SeraMag
v Cipu metodou SDS-PAGE, barveno Coomassie blue

Na obrazku €. 41 je zobrazen elektroforeticky zaznam izolace ovalbuminu ze standardni
smési proteinli v mikrofluidnim uspotadéani. Bylo prokazéano, ze dochdzi k eluci ovalbuminu, a
ze jsou spravné nastaveny elucni kroky. Je také patrné, ze véEtsi ¢ast ovalbuminu zlstala
nenavazana, jak je vidét ve vazebné frakci. Bylo pfedpokléddano, Zze prouzky viditelné na
obrazku ¢. 41 v promyvaci frakci jsou jesté soucasti vazebné frakce a bylo by potieba odebirat
vzorek promyvaci frakce s vétSim zpozdénim pratoku promyvaciho roztoku na pumpé. Ze
zaznamu je dale patrné, Ze dochazelo k nespecifické sorpci a-kaseinu, to mohlo byt zplisobeno
nespecifickou sorpci a-kaseinu na castice. Na viné mohla byt také niz8i specifita protilatek,
avsak to nebylo zcela mozné rozlisit. K nejucinngjsi eluci dochéazelo v piipadé mikro€ipového
usporadani ve druhé eluci, ale patrny je prouzek ovalbuminu i ve tfeti eluci znacené na obrazku
¢. 41 jako E3. Z toho diivodu by bylo vhodné prodlouzit sbér druhé elu¢ni frakce, a ziskat tak

co nejveétsi mnozstvi izolovaného ovalbuminu.
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Jako referen¢ni metoda byla pouzita vsadkova izolace. Béhem které bylo zjiSténo, Ze
nespecifickd sorpce a-kaseinu neni zpisobena Spatnym nastavenim priutokd a promyvacich
krokd béhem programovani protokolu v programu pProcess. I zde dochazelo k nespecifické
sorpci o-kaseinu, piestoze bylo provedeno dostate¢né mnozstvi promyvacich krokii podle
postupu v kapitole 3.7.2. Taktéz na elektroforetickém ziznamu zizolace ovalbuminu
ve vsadkovém uspotadani (obr. €. 42) byla zaznamenéna nizsi vazebna ucinnost ovalbuminu,
coz je videt ve vazebné frakcei. V promyvaci frakci jiz prouzek ovalbuminu vidét nebyl a byly

patrné jen prouzky ostatnich proteint ve smési, které se nenavazaly na nosic.
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Obrazek 42 — Elektroforeticky zaznam izolace ovalbuminu ze standardni smési
proteinu anti-ovalbuminovymi protilatkami imobilizovanymi na magnetickych
casticich SeraMag vsadkové metodou SDS-PAGE, barveno Coomassie blue

Pti porovnani obou uspotadani se vice osvéd¢ilo mikrofluidni uspotddéni, a to predevsim
diky snadné¢j$i manipulaci s roztoky a moZznosti automatizace celého procesu. Co se tyce
vysledkl samotné izolace nebyly patrné velké rozdily mezi jednotlivymi uspofadanimi. V obou
ptfipadech dochazelo k Gspésné izolaci ovalbuminu, ale u mikrofluidniho uspofaddni mél
prouzek odpovidajici ovalbuminu v elu¢nich frakcich vyssi intenzitu.

Vysledkem tohoto experimentu byla UspéSnd izolace ovalbuminu v obou typech
uspofadani a predev§im funkéni protokol, s takovym nastavenim pump a ventili, ktery vedl
k uspésné analyze. Protokol uloZen a je mozné jej dale vyuzit pro riznorodé¢ izolace proteinti

s moznosti pouZiti jinych magnetickych ¢astic, nez které byly pouzity zde.
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo otestovat vlastnosti a moznosti mikrofluidniho zatizeni od
spolecnosti LabSmith v kombinaci se zafizenim ChipGenie disponujicim magnetickym
michadlem a nésledné pfevést bioanalyzy provadéné ve vsddkovém uspofadani do mikroCipu
a porovnat ziskané vysledky. S ohledem na objem nastavcii pro injekéni pumpy SPO1 byl pro
experimenty vybran mikrofluidni ¢ip s komutrkou o objemu 100 ul. Pro analyzy byly zvoleny
magnetické Castice, které jsou bézn¢ vyuzivany pro aplikace provadéné v laboratofich na
pracovisti, kde byla prace provadéna. Limitujicim faktorem bylo minimum a maximum ¢éstic
v ¢ipu, aby vytvoftily loze ptes celou Sitku kanalku a zajistil se tak rovnomérny kontakt vzorku
s nosi¢em. Mnozstvi zavadénych ¢astic do ¢ipu bylo ur¢eno na 1 mg.

Do mikrofluidniho uspofadani byly celkem pfevedeny tfi aplikace. Konkrétné se jednalo
o Stépeni a-kaseinu proteolytickym enzymem TPCK trypsinem. Trypsin byl imobilizovan
na tfi rizné druhy magnetickych castic, a to SeraMag (0,816 um), Si-Mag (0,750 pm)
a nanodastice (100-200 nm). St&peni bylo provadéno v &ipu a také ve vsadkovém uspotadani.
Utinnost §tépeni byla ovéfovana u obou typti uspoiadani tris-tricinovou elektroforézou
a metodou hmotnostni spektrometrie. Bylo prokazano, Ze nejvhodnéj§imi magnetickymi
¢asticemi pro tuto aplikaci ve vsadkovém i mikro€ipovém usporadani jsou ¢astice SeraMag.

Druhou aplikaci pievedenou do mikrofluidniho uspotradani byla fosforylace peptidového
substratu s vyuzitim proteinkindzy A navdzané na magnetické Castice SeraMag a nasledné
testovani operacni stability téchto ¢astic. Cilem aplikace bylo pfevést velice pracnou a vsadkove
provadénou metodu opakované fosforylace substratu do mikrocipu, a tim zjednodusit manudlni
a snizit Casovou naro¢nost celého procesu. Soucasné se prokazano, Ze nosi¢ pripraveny pro tuto
aplikaci Ize pouzit minimalné osmkrat.

Tteti aplikaci byla izolace ovalbuminu ze standardni smési proteinli. V tomto piipade
bylo vyuzito metody imunoafinitni chromatografie. Jako afinitni ligand byly pouzity protilatky
proti ovalbuminu, které byly imobilizovany na magnetické ¢astice SeraMag. Standardni smé&s
proteinl obsahovala BSA, ovalbumin, konkanavalin A a a-kasein. Lze hodnotit, Ze vysledky
z mikrofluidniho uspotadani jsou srovnatelné s vysledky z analyzy provadéné ve vsadkovém
uspotfadani, i kdyz ve vysledcich z mikro¢ipové aplikace byla pozorovana vyssi intenzita
v elucnich frakcich.

I ptes vSechna tskali se podafilo vSechny testované aplikace pfevést do mikrofluidniho

uspofadani. Protokoly byly funkéni a mohou byt opakované pouZity i pro experimenty s jinymi

.....
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opakované fosforylace substratu i izolace ovalbuminu ze smési proteint. Zda se ale, Ze slabinou
celého systému bylo magnetické michadlo a zatizeni ChipGenie. Domnivame se, Ze magnet
obsazeny v tomto zafizeni nejspi$ vytvaii pfili§ silné magnetické pole. Z toho diivodu nejsou
magnetické Castice v Cipu ve vznosu, ale jsou spiSe posouvany po dné. Nad casticemi pak
vznikéd prostor, kudy miize protékat nezreagovany vzorek. Proto by bylo vhodné pro pfisti
aplikace zajistit pfiznivéjsi feSeni pro michani ¢astic v Cipu. Mikrofluidni platforma pro
nastaveni a kontrolu pritoku od LabSmith se projevila jako velice uzivatelsky piivétiva
varianta. Usnadnila experimenty a umoznila opakovani experimentii bez nutnosti znovu
programovat jednotliva zafizeni na desce.

Je pravdépodobné, Ze se mikrofluidni zafizeni pro nastaveni a kontrolu pratoku budou
nadale zdokonalovat. Napftiklad aby bylo dosaZzeno nulovych mrtvych objemi, zamezeno

kontaminacim a byla zaji$téna pfenositelnost a spolehlivost zatizeni Lab-on-chip.
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Priloha A - Protokol vytvofeny pro St€peni a-kaseinu TPCK trypsinem imobilizovanym na
magnetické ¢astice v programu pProcess

*03Pumpa2 SPSO01 SPS01 80 ul
*02Pumpal SPS01 = SPSO1 80 ul
*01Ventilyl-4 4VM = 4VMO1

RA NH4HCO3 1ml
01Ventilyl-4 4VM: SetValves 1333

02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
<WaitAllDone>

P1 chip P2 load
01Ventily1l-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPSO01:
<WaitAllDone>

P2 chip
01Ventily1-4 4VM:
03Pumpa2 SPSO01:

SetFlowRate 800.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul

SetValves 1133
SetFlowRate 50.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul
SetFlowRate 800.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul

SetValves 1333
SetFlowRate 50.000 ul/min

03Pumpa2 SPS01:  MoveTo 0.000 ul
<WaitAllDone>
<Loop> RA_NH4HCO3 Iml 5

RB_Sample load
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
<WaitAllDone>

P1 chip P2 load2
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPS01:
<WaitAllDone>

P2 chip2
01Ventily1-4 4VM:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPSO01:
<Loop>

P1 _100ul load
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:

SetValves 133 1
SetFlowRate 500.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul

SetValves 1131
SetFlowRate 3.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul
SetFlowRate 500.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul

SetValves 1331
SetFlowRate 3.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul

RB Sample load 2

SetValves 133 1
SetFlowRate 500.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul



<WaitAllDone>

P1 _100ul chip
01Ventilyl-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
<WaitAllDone>

SetValves 1131
SetFlowRate 3.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul

RA NH4HCO3_400ul

01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
<WaitAllDone>

P1 NH4HCO3 50ul
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
<WaitAllDone>

P1 chip P2 load3
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPSO01:
<WaitAllDone>

P2 chip3
01Ventily1-4 4VM:
03Pumpa2 SPS01:
03Pumpa2 SPSO01:
<WaitAllDone>

SetValves 1333
SetFlowRate 800.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul

SetValves 1133
SetFlowRate 3.000 ul/min
MoveTo 50.000 ul

SetValves 1133
SetFlowRate 50.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul
SetFlowRate 800.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul

SetValves 1333
SetFlowRate 50.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul

<Loop> RA_NH4HCO3 Iml 2



Piiloha B - Tabulka identifikovanych peptidli z obou podjednotek a-kaseinu pro druhou
frakci $tépeni v Cipu trypsinem imobilizovanym na ¢asticich SeraMag (1mg vstupniho o-

kaseinu)
Alfa-S1-kasein
m/z exp. | MH+ teor. | Intenzit A Modifikace | Zacatek | Konecv | Vynechana | Aminokyselinova
a ppm v sekvenci Stépeni sekvence
sekvenci
748,372 748,370 37035 2,6 209 214 0| (K)TTMPLW(-)
831,387 831,384 21285 3,2 99 105 0 | (K)EDVPSER(Y)
1267,706 | 1267,705 | 1090588 1,4 106 115 0 | (R)YLGYLEQLLR(L)
1337,684 | 1337,681| 290935 2,6 95 105 1| (K)HIQKEDVPSER(Y
)
1384,732 | 1384,730| 236643 1,5 38 49 0 | (R)FFVAPFPEVFGK(
E)
1580,830 | 1580,828 8874 1,3 121 134 0 | (K)VPQLEIVPNSAE
ER(L)
1641,870 | 1641,868 22271 1,4 38 51 1| (R)FFVAPFPEVFGK
EK(V)
1660,798 | 1660,794 36769 2,4 | 1 Fosfo 121 134 0 | (K)VPQLEIVPNSAE
ER(L)
1759,945 | 1759,945 | 1712994 0,1 23 37 0 | (K)HQGLPQEVLNE
NLLR(F)
1871,991 | 1871,986 35839 2,5 119 134 1| (K)YKVPQLEIVPNS
AEER(L)
1951,957 | 1951,953| 181244 2,1 |1 Fosfo 119 134 1| (K)YKVPQLEIVPNS
AEER(L)
2000,085 | 2000,081 8290 2,1 118 134 2 | (K)KYKVPQLEIVPNS
AEER(L)
2080,053 | 2080,047 51531 2,5 |1 Fosfo 118 134 2 | (K)KYKVPQLEIVPNS
AEER(L)
2235,239 | 2235,236| 340706 1,6 19 37 1| (K)HPIKHQGLPQEV
LNENLLR(F)
2316,139 | 2316,137 32838 1,0 148 166 0 | (K)EPMIGVNQELAY
FYPELFR(Q)
2332,136 | 2332,132 2780 1,9 | 1 Oxidace 148 166 0 | (K)EPMIGVNQELAY
FYPELFR(Q)
2548,264 | 2548,263 9631 0,5 | 1 Fosfo 119 139 2 | (K)YKVPQLEIVPNS
AEERLHSMK(E)
2586,373 | 2586,368 9870 1,9 95 115 2 | (K)HIQKEDVPSERY
LGYLEQLLR(L)
3207,595 | 3207,593 78802 0,6 140 166 1| (K)EGIHAQQKEPMI
GVNQELAYFYPELF
R(Q)
3223,587 | 3223,588 2503 | -0,4 |1 Oxidace 140 166 1| (K)EGIHAQQKEPMI
GVNQELAYFYPELF
R(Q)
Alfa-S2-kasein
m/z exp. | MH+ teor. | Intenzit A Modifikace | Zacatek | Konecv | Vynechana | Aminokyselinova
a ppm v sekvenci Stépeni sekvence
sekvenci
746,458 | 746,4559 | 119229 2,8 215 220 0 | (K)VIPYVR(Y)
748,3718 | 748,3723 37035| -0,8 168 173 0 | (K)LTEEEK(N)
903,4709 | 903,4683 7477 2,9 197 203 0 | (K)TVYQHQK(A)




975,602 | 975,5986| 33706| 3,5 213 220 1 | (K)TKVIPYVR(Y)
979,5638 | 979,5611| 73498 2,7 189 196 (K)FALPQYLK(T)
1018,519 | 1018,516 8992 2,7 168 175 1 | (K)LTEEEKNR(L)
4
1022,607 | 1022,603 5519 | 3,4 215 222 (K)VIPYVRYL(-)
3
1098,616 | 1098,612 | 44862| 2,6 204 212 (K)AMKPWIQPK(T)
8
1195,682 | 1195,679| 68047| 2,4 130 140 (R)NAVPITPTLNR(E
3 )
1247,662 | 1247,659 6176 | 2,3 166 175 (K)TKLTEEEKNR(L)
1351,784 | 1351,780 6144 | 2,7 129 140 (K)RNAVPITPTLNR(
5 E)
1367,699 | 1367,695| 22468| 2,3 96 106 (K)ALNEINQFYQK(F
4 )
1466,614 | 1466,612 4040| 1,3 |1 Fosfo 153 164 (K)TVDMESTEVFTK
1 (K)
1594,712 | 1594,707 4927 | 2,9|1 Fosfo 152 164 (K)KTVDMESTEVFT
K(K)
1594,712 | 1594,707 4927 | 2,9|1Fosfo 153 165 (K)TVDMESTEVFTK
K(T)
1633,894 | 1633,890| 24064| 2,1 168 180 (K)LTEEEKNRLNFLK
8 (K)
2709,415 | 2709,407 4353| 2,8 107 128 (K)FPQYLQYLYQGP
5 IVLNPWDQVK(R)
2716,259 | 2716,259 2862 | 0,12 Fosfo 130 152 (R)NAVPITPTLNRE
QLSTSEENSKK(T)
2865,51 | 2865,508 1861| 0,6 107 129 (K)FPQYLQYLYQGP
6 IVLNPWDQVKR(N)




Piiloha C — Protokol vytvoreny pro fosforylaci peptidového substratu proteinkindzou A
imobilizovanou na magnetickych ¢asticich v programu pProcess

*04Ventily5a6 4VM
*03Pumpa2 SPS01
*01Ventilyl-4 4VM
*02Pumpal SPSO1

RC-WashB P1 load
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
04Ventily5a6 4VM:
<WaitAllDone>

P1 chip P2 load
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
03Pumpa2 SPSO1:
03Pumpa2 SPS01:
04Ventily5a6 4VM:
<WaitAllDone>

P2 chip
01Ventily1-4 4VM:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPSO01:
<WaitAllDone>

RD-ReagB PI1 load
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
04Ventily5a6 4VM:
<WaitAllDone>

P1 chip P2 load
01Ventilyl-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
03Pumpa2 SPS01:
03Pumpa2 SPSO01:
<WaitAllDone>

P2 chip
01Ventily1-4 4VM:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPSO01:
<WaitAllDone>

4VMO01
SPS01 80 ul
4VMO01
SPS01 80 ul

SetValves 1310
SetFlowRate 500.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul
SetValves 1000

SetValves 1111
SetFlowRate 50.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul
SetFlowRate 500.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul
SetValves 1000

SetValves 1310
SetFlowRate 50.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul

SetValves 1310
SetFlowRate 500.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul
SetValves 3000

SetValves 1110
SetFlowRate 50.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul
SetFlowRate 500.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul

SetValves 0300
SetFlowRate 50.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul



RA-sample P1 load
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
<WaitAllDone>

P1 chip 25ul
01Ventily1l-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
<WaitAllDone>

P1 chip 35ul
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
<WaitAllDone>

ReactionB load
01Ventilyl-4 4VM:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPS01:
04Ventily5a6 4VM:
<WaitAllDone>

ReactionB_chip 40ul

01Ventily1-4 4VM:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPSO01:
04Ventily5a6 4VM:
<WaitAllDone>

ReactionB_chip 10ul

01Ventily1-4 4VM:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPSO01:

SetValves 1333
SetFlowRate 200.000 ul/min
MoveTo 60.000 ul

SetValves 1133
SetFlowRate 50.000 ul/min
MoveTo 35.000 ul

SetFlowRate 2.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul

SetValves 1110
SetFlowRate 500.000 ul/min
MoveTo 50.000 ul
SetValves 3000

SetValves 1310
SetFlowRate 2.000 ul/min
MoveTo 10.000 ul
SetValves 3000

SetValves 1310
SetFlowRate 50.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul



Piiloha D - Protokol vytvofeny pro izolaci ovalbuminu metodou imunoafinitni
chromatografie na magnetickych ¢asticich v programu piProcess

*02Pumpal SPS01 = SPSO1 80 ul
*03Pumpa2 SPS01 = SPSO1 80 ul
*01Ventilyl-4 4VM = 4VMO1
*04Ventily5a6 4VM = 4VMO1

0,IM_pH7_fosfpuf.

01Ventilyl-4 4VM: SetValves 1333

02Pumpal SPS01:  SetFlowRate 800.000 ul/min
02Pumpal SPSO01:  MoveTo 100.000 ul
<WaitAllDone>

P1 chip P2 load.

01Ventilyl-4 4VM: SetValves 1133

02Pumpal SPSO1:  SetFlowRate 60.000 ul/min
02Pumpal SPS01:  MoveTo 0.000 ul

03Pumpa2 SPS01:  SetFlowRate 800.000 ul/min
03Pumpa2 SPSO01:  MoveTo 100.000 ul
<WaitAllDone>

P2 chip.

01Ventilyl-4 4VM: SetValves 1333
03Pumpa2 SPS01:  SetFlowRate 60.000 ul/min
03Pumpa2 SPS01:  MoveTo 0.000 ul
<WaitAllDone>

<Loop> 0,1M_pH7_fosfpuft. 5

RB_Sample load

01Ventilyl-4 4VM: SetValves 13 3 1

02Pumpal SPS01:  SetFlowRate 500.000 ul/min
02Pumpal SPSO01:  MoveTo 100.000 ul
<WaitAllDone>

P1 chip P2 load

01Ventilyl-4 4VM: SetValves 1131

02Pumpal SPS01:  SetFlowRate 9.000 ul/min
02Pumpal SPSO01:  MoveTo 0.000 ul

03Pumpa2 SPS01:  SetFlowRate 500.000 ul/min
03Pumpa2 SPS01:  MoveTo 100.000 ul
<WaitAllDone>

P2 chip

01Ventilyl-4 4VM: SetValves 133 1
03Pumpa2 SPS01:  SetFlowRate 9.000 ul/min
03Pumpa2 SPS01:  MoveTo 0.000 ul

<Loop> RB Sample load 2

P1 100ul load
01Ventilyl-4 4VM: SetValves 133 1



02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
<WaitAllDone>

P1 _100ul chip
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
<WaitAllDone>

0,IM_pH7_fosfpufr
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
<WaitAllDone>

P1 chip P2 load..
01Ventilyl-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPSO01:
<WaitAllDone>

P2 chip..
01Ventily1-4 4VM:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPSO01:
<WaitAllDone>

SetFlowRate 500.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul

SetValves 1131
SetFlowRate 9.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul

SetValves 1333
SetFlowRate 800.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul

SetValves 1133
SetFlowRate 60.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul
SetFlowRate 800.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul

SetValves 1333
SetFlowRate 60.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul

<Loop> 0,1M_pH7_fosfpufr 5

RC P1 load
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
04Ventily5a6 4VM:
<WaitAllDone>

P1 chip P2 load...
01Ventily1-4 4VM:
02Pumpal SPSO1:
02Pumpal SPSO1:
03Pumpa2 SPS01:
03Pumpa2 SPSO01:
04Ventily5a6 4VM:
<WaitAllDone>

P2 chip...
01Ventily1-4 4VM:
03Pumpa2 SPSO01:
03Pumpa2 SPSO01:

SetValves 1310
SetFlowRate 800.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul
SetValves 1000

SetValves 1110
SetFlowRate 60.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul
SetFlowRate 800.000 ul/min
MoveTo 100.000 ul
SetValves 1000

SetValves 1310
SetFlowRate 60.000 ul/min
MoveTo 0.000 ul



04Ventily5a6 4VM: SetValves 1000
<Loop> RC P1 load 3
<WaitAllDone>

RD P1 load 400

01Ventilyl-4 4VM: SetValves 1310
02Pumpal SPS01:  SetFlowRate 800.000 ul/min
02Pumpal SPSO01:  MoveTo 100.000 ul
04Ventily5a6 4VM: SetValves 3000
<WaitAllDone>

P1 chip P2 load 400

01Ventilyl-4 4VM: SetValves 1110
02Pumpal SPS01:  SetFlowRate 60.000 ul/min
02Pumpal SPSO01:  MoveTo 0.000 ul

03Pumpa2 SPS01:  SetFlowRate 800.000 ul/min
03Pumpa2 SPS01:  MoveTo 100.000 ul
04Ventily5a6 4VM: SetValves 3000
<WaitAllDone>

P2 chip 400

03Pumpa2 SPS01:  SetFlowRate 60.000 ul/min
03Pumpa2 SPS01:  MoveTo 0.000 ul
04Ventily5a6 4VM: SetValves 3000

<Loop> RD P1 load 400 2
<WaitAllDone>

P3_Elution

04Ventily5a6 4VM: SetValves 000 1

06Pumpa3 SPS01:  SetFlowRate 500.000 ul/min
06Pumpa3 SPS01:  MoveTo 75.000 ul
<WaitAllDone>

P3 chip

04Ventily5a6 4VM: SetValves 000 3

06Pumpa3 SPS01:  SetFlowRate 100.000 ul/min
06Pumpa3 SPS01:  MoveTo 0.000 ul
<WaitAllDone>

<Loop> P3 Eluce 4



