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Abstract

Protein kinases are enzymes providing one of the most important protein post-translational
modifications, phosphorylation. Phosphorylation regulates not only physiological cell
processes but also is involved in such pathological reactions associated with many diseases.
Therefore, it is important to monitor the activity of kinase and inhibitors which is highlighted
in the development of therapeutic targets. Protein kinase A was immobilized covalently on
magnetic particles. For determination of enzyme activity, low-molecular-mass substrate
Kemtide has been phosphorylated in presence of adenosine-thio triphosphate (ATP-S).
Thiophosphorylated peptide subsequently spontaneously reacted with colloidal gold
nanoparticles (AuNPs) followed by square-wave cathodic stripping voltammetric analysis on
screen-printed carbon electrodes. Generated signal of [AuCl4]” corresponds to the level of
phosphorylation and thus the activity of the enzyme.
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Uvod

modifikaci proteinli, pfedstavujici zdklad nejen fady bunécénych procesi, ale také mnoha
patologickych stavi?. Béhem fosforylace je fosfitova skupina molekuly ATP, lokalizovana v
poloze vy, prenesena na specifické serinové, threoninové nebo tyrosinové zbytky proteinu®.
Fosforylace proteinil je zajistovana enzymaticky protein kindzami*. Abnormalni fosforylace a
nadmérnd exprese kindz je spojovana srozvojem nékterych onemocnéni, jako rakovina,
diabetes, Alzheimerova choroba®, ¢i v posledni dobé& také COVID-196.

Nejen pro diagnostiku onemocnéni a s tim souvisejicim vyvojem novych 1é¢iv zalozenych na
inhibici abnormalni fosforylace je dlilezité monitorovani enzymové aktivity>. Metody, které
jsou bézn€ vyuzivany pro stanoveni aktivity kinaz, zahrnuji inkorporaci radioaktivné nebo
fluorescenéné znateného ATP do molekuly proteinovych nebo peptidovych substrati’,
hmotnostni spektrometrii®’, fluorescenéni imunoanalyzu'®, priitokovou cytometrii'' nebo
povrchovou plasmonovou rezonanci s vyuzitim fosfo-specifickych protilatek!?. Pfes vysokou
citlivost je hlavni nevyhodou téchto metod ¢asova a ptistrojova narocnost. V literatuie jiz byly
popsany moznosti elektrochemického stanoveni kindzové aktivity s vyuZzitim imobilizace
inhibitort®, receptori' nebo proteinovych substrati’? na povrch elektrody. Elektrochemické

metody jsou levné, ¢asové nenaro¢né, robustni, miniaturizovatelné a reprodukovatelné.

Zejména v oblasti vyvoje 1éCiv je vyhodnad imobilizace enzymu na magnetické Castice.
Vyhodou imobilizovanych enzymt je dlouhodobé stabilita a moznost opakovaného pouziti a
snadnd kontrolovatelnost enzymatické reakce’. Pro imobilizaci je dlleZité stanovit aktivitu
enzymu, aby bylo ovéfeno, Ze proces imobilizace negativné neovlivnil jeho schopnost



katalyzovat fosforylacni reakci.

Protein kindaza A (PKA) byla kovalentn¢€ imobilizovana na magnetické ¢astice s karboxylovymi
funkénimi skupinami karbodiimidovou metodou. Pro ovéfeni aktivity enzymu byl vyuzit
nizkomolekularni substrat, ktery byl fosforylovan v pfitomnosti adenosin-thio trifosfatu (ATP-
S), ktery spontanné interaguje s nanocasticemi koloidniho zlata pies thiolové skupiny ATP-S.
Ty jsou analyzovany katodickou rozpoustéci square-wave voltametrie na tiSténych uhlikovych
elektrodach (SPCE). Vysledny signdl je umérny stupni fosforylace a tedy aktivité
imobilizované kinazy.

Experimentalni ¢ast

Chemikalie

Proteinkindza A (PKA) mysi (rekombinantni, 15000000 U/mg, Biaffin GmbH & Co KG,
Kassel, Némecko), biotin-Kemptide (biotin-LRRASLG, Abbexa Ltd, Cambridge, UK),

tetralitna sl Adenosin 5'-[y-thio]trifosfatu (Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH, Steinheim,

Némecko), Sera-Mag Speed Beads (0,816 um, -COOH, Metachem Diagnostics Ltd, Piddington
Northampton, UK), Dynabeads™ MyOnes™ Streptavidin C1 (1 um, Thermo Fisher Scientific,
USA), koloidni zlaté nanocastice (10 nm, stabilizované v citratovém pufru), N-(3-
dimethylaminopropyl)-N"-ethylkarbodiimid hydrochlorid, N-hydroxysulfosukcinimid sodny
(Sigma-Aldrich, Kalifornie, USA), ostatni chemikalie &istoty p.a. (Penta, Chrudim, CR).
Pristroje a pomiicky

Pro elektrochemickd méfeni byl pouzivan kompaktni potenciostat PalmSens2 se software
PSTrace5 (PalmSens BV, Houten, Nizozemsko). M¢éfeni probihalo na tiSténych
tiielektrodovych senzorech s uhlikovou pracovni, Ag/AgCl referentni a uhlikovou pomocnou
elektrodou (SPCE) (C110 Metrohm, Herrisau, Svycarsko; OHT-000, Orion HiTech,
Spanélsko).

Imobilizace PKA na magnetické castice a stanoveni enzymové aktivity

Na 1,2 mg magnetickych ¢astic bylo imobilizovano 6 pg PKA, reakéni objem byl 1,2 ml.
Castice byly promyty 5x 50 mM MES pufrem pH 6,0. Pro aktivaci bylo pfidano 9 mg EDAC a
1,5 mg sulfo-NHS v MES pufru. Po inkubaci 30 min pii laboratorni teploté byl odstranén
supernatant a k magnetickym c¢ésticim byl pfidan roztok PKA v MES pufru. Takto pfipravena
smés byla inkubovéna pies noc pii 4 °C na rotatoru. Po imobilizaci byly Castice promyty 5x
MES pufrem a 5x 40 mM HEPES pufrem pH 7,2. Nosi¢ s imobilizovanou PKA je skladovan v
MES pufru 6,0 pii 4 °C. Pro stanoveni aktivity byl nosi¢ 2x promyt HEPES pufrem a bylo
odebrano takové mnozstvi magnetickych ¢astic s imobilizovanym enzymem, které odpovidalo
2 ng PKA. K ¢asticim bylo ptidano 94 pl reakéniho pufru (40 mM HEPES s 5 mM EGTA, 2
mM DTT a 5 mM MgCl,, pH 7,2), 10 ug substratu biotin-Kemptid a 5 ul ATP-S (0,5 mM
v reakéni smési). Reakéni smés byla inkubovéna 5 h pti 30 °C na rotatoru. Fosforylovany
substrat byl izolovan od nezreagovanych sloZek pomoci magnetickych ¢astic Dynabeads™
MyOnes™ Streptavidin C1 (0,3 mg, v PBS pufru pH 7,4, 20 min inkubace na rotatoru). Po
inkubaci byl supernatant odstranén a k magnetickym ¢asticim bylo ptfidano 20 pl 10 nm AuNPs
a 80 pl citranového pufru pH 3,0. Smés byla inkubovéana 20 min. Po inkubaci byly ¢astice
promyty Ix citranovym pufrem a bylo pfiddno 100 pl 0,1 M HCI a nasledovala inkubace 3
minuty na rotatoru. Supernatant byl analyzovan pomoci SWCSV.

Podminky elektrochemické detekce

Byla méfena proudova odezva Au(Ill) iotnt po kyselé disoluci AuNPs pomoci square-wave
katodické rozpoustéci voltametrie (SWCSV) za nasledujicich podminek: Econd 0,15 V po dobu
120 s, Eaep 1,2 V po 180 s, rozsah potencidlu od 1,2 V do 0V, Esep 0,003 V, amplituda 0,02805
V, frekvence 25 Hz.



Vysledky a diskuse

Cilem prace bylo zavést metodu elektrochemického stanoveni aktivity solubilni a
imobilizované proteinkinazy A (PKA) jako jednoduchou a rychlou metodu jako alternativu
k dosud vyuzivané hmotnostni spektrometrii (MALDI-LTQOrbitrap/MS). Pti MS analyze je ve
spektru pozorovan posun m/z v disledku ptenosu fosfatové skupiny béhem fosforylace
nizkomolekuldrniho substratu Kemptide (LRRASLG). Tato metoda poskytuje informaci o
probéhl¢ fosforylaci, nicméné neposkytuje informace, které charakterizuji imobilizovany
enzym zpohledu zmény enzymové aktivity po imobilizaci ¢i kinetickych parametra
imobilizované kinazy. Pro elektrochemické stanoveni bylo tfeba do reakce zavést elektroaktivni
slozku, ktera poskytovala vysledny signal, ktery koreluje s mnozstvim PKA v reakéni smési a
jeji aktivitou. Podle literatury mohou byt vyuZity ferrocenem znacené substraty', redoxni
mediatory® nebo elektroaktivni zlaté nano¢astice*. Nanoééstice koloidniho zlata byly zvoleny
v této préci pro elektrochemické stanoveni aktivity solubilni a imobilizované PKA. Biosenzor
vyuzival vlastnosti nanocastic koloidniho zlata spontanné reagovat vazbou Au-S s thiolovymi

funk¢énimi skupinami. Ty poskytoval adenosin 5'-[y-thio]trifosfat (ATP-S), ktery byl piidan
jako ko-substrat pro fosforylacni reakci. Jako specificky nizkomolekularni substrat pro PKA

byl navic pouzit biotinylovany Kemptide (biotin- LRRASLG). Ten byl pouzit s ohledem na
nutnost oddéleni nezreagovanych slozek pied square-wave voltametrickou analyzou.

Utinnost fosforylace solubilni kinazou a stanoveni fosforylovanych peptidii pomoci MS byla
JiZ potvrzena v rdmci nasi predeslé prace [9]. Vzhledem k zaméné reagencii potifebnych pro
elektrochemickou detekci, byla v prvnich experimentech porovndna Uc¢innost fosforylace
biotinylovaného a nebiotinylovaného substratu a v pfitomnosti ATP ¢i ATP-S a byly testovany
reakéni casy od 1 do 24 hodin. MALDI-LTQOrbitrap/MS analyza potvrdila téméi 90% tucinnost
fosforylace obou substratii, pouze v pritomnosti ATP-S bylo nezbytné prodlouZit reakéni ¢as na
3 hodiny, zatimco pro ATP byla dostacujici 1 hodina. Pro imobilizaci PKA kindzy byly
testovany dva typy magnetickych ¢astic, Dynabeads© MyOne™ o velikosti ¢astic 1 pm a Sera-
Mag Speed Beads o velikosti 0,816 um, které vykazovaly vyssi u¢innost imobilizace PKA.
Imobilizace byla provedena standardni dvoukrokovou karbodiimidovou metodou a bylo
optimalizovdno mnozstvi enzymu, které bylo pouZito pro vazbu. Jako optimalni mnozstvi bylo
stanoveno 6 pg PKA/1,2 mg castic. Pro ovéfeni aktivity byl pro fosforylaci pouZzit substrat
biotin-kemptide v ptitomnosti ATP-S. Fosforylace probihala v reakénim prostiedi 40 mM
HEPES s 5 mM EGTA, 2 mM DTT a 5 mM MgCl: (pH 7,2), po dobu 5 hodin pii 30°C. Pro
kalibracni zavislost byla pouZita solubilni PKA kinaza vrozmezi 0,5 — 5 pg. Mnozstvi
navazaného enzymu bylo vypocitano ze ziskané kalibracni zavislosti (viz obr. 1) a odpovidalo
1,5 ng PKA.
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Obr. 1. Kalibrac¢ni fada PKA. A - SWCSV voltamogram, B - kalibra¢ni zavislost proudoveé
odezvy na koncentraci PKA, n=3, pouzité elektrody - SPCE.



Pro sestaveni kalibracni zévislosti 1 stanoveni mnozstvi imobilizované PKA byla pouzita
metoda elektrochemické detekce. Pro jeji zavedeni byly nejprve vytipovany nejvhodnéjsi
nanocastice koloidniho zlata (AuNPs), byly testovany ¢astice o velikostech 5, 10, 20 a 50 nm.
Me¢fteni probihalo pomoci SWCSV na uhlikovych tisténych elektrodach a nejvyssi proudové
odezvy byly dosazeny pfi pouziti AuNPs o velikosti 10 nm, které byly nasledn¢ pouzivany ve
vSech experimentech. Pro oddéleni nezreagovanych slozek po fosforylaci, které by mohly
ovlivitovat vysledny signal, bylo vyuzito biotinylace substratu pouzitého pro fosforylaci. Byly
zkouSeny dva zpusoby odd¢leni, a to s vyuzitim komerénich tisténych uhlikovych elektrod
s pracovni elektrodou modifikovanou streptavidinem (DRP-11STR, Metrohm, Svycarsko) a
streptavidinem modifikovanych magnetickych castic (Dynabeads™ MyOnes™ Streptavidin
C1, Thermofisher Scientific, USA). Tisténé elektrody vykazovaly velice nizkou u€innost vazby
biotinylovaného substratu a z dalSich experimentli byly vyfazeny. Naopak izolace pomoci
streptavidinem modifikovanych castic byla G¢innd a reprodukovatelnd. Reakéni smés po
fosforylaci byla s ¢asticemi inkubovana po dobu 20 minut pii laboratorni teploté. V poslednim
kroku byly pfidany detekcni zlaté nanocastice, po promyti nasledovala disoluce v kyselém
prosttedi 0,1 M HCIl a elektrochemickd detekce square-wave katodickou rozpoustéci
voltametrii na uhlikovych ti§ténich elektrodach (OHT-000, Orion HiTechnologies, Spanélsko).
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Obr. 2. Operacni stabilita imobilizované PKA. SWCSV analyza na tiSténych uhlikovych
elektrodach (SPCE).

Magneticky nosi¢ s imobilizovanou PKA kinazou byl charakterizovan z pohledu operacni
stability, kdy bylo prokazano, Ze nosic¢ lze pouzit minimalné 4x bez vyrazngjsi ztraty enzymové
aktivity (viz obr. 2).

Zavér

Byl zavedena metoda elektrochemického stanoveni aktivity solubilni a imobilizované¢ PKA
kindzy pomoci square-wave voltametrie s vyuZitim tisténych uhlikovych elektrod jako
PKA stanovena operacni stabilita, v soucasné dobé jsou sledovany kinetické parametry
imobilizované PKA.
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