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ANOTACE

Cilem teoretické Casti diplomové prace bylo popsat proteinkindzu A, metody imobilizace
enzymu a elektroanalytické metody stanoveni aktivity proteinkinazy A. V praktické ¢asti jsem
se zabyvala imobilizaci proteinkindzy A na vybrané magnetické Castice. Dale byla prace
zamétfena na elektrochemické stanoveni jeji enzymové aktivity pomoci nizkomolekularniho
substratu Biotin-Kemptide v pfitomnosti adenosin thiotrifosfaitu (ATP-S) a porovnani
se solubilni formou enzymu. Ddle stanoveni kinetickych parametrti solubilni a imobilizované
proteinkinazy A. Metoda stanoveni je zalozena na detekci zlatych nanocéstic square-wave

voltametrii.
KLiCOVA SLOVA

proteinkindza A, enzymova aktivita, imobilizace, magnetické Castice, kinetické parametry

enzymové reakce
TITLE

Electrochemical Determination of Kinetic Parameters of Soluble and Immobilized Protein

Kinase A
ANNOTATION

The aim of the theoretical part of the master thesis was to describe protein kinase A, methods
of enzyme immobilization and electroanalytical methods for determination of protein kinase A
activity. In the practical part I focused on the immobilization of protein kinase A on selected
magnetic particles. Furthermore, the work focused on the electrochemical determination of its
enzyme activity using the low molecular weight substrate Biotin-Kemptide in the presence
of adenosine thiotriphosphate (ATP-S) and comparison with the soluble form of the enzyme.
In addition, determination of kinetic parameters of solubilized and immobilized protein kinase
A. The method of determination is based on the detection of gold nanoparticles by square-wave

voltammetry.
KEYWORDS

protein kinase A, enzyme activity, immobilization, magnetic particles, kinetic parameters of

enzymatic reaction
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UvoD

Proteinkinazy patii mezi jednu z nejvétSich rodin proteinti. Proteinkindza A (cyklicky
AMP — dependentni proteinkindza neboli PKA) patii do skupiny intraceluldrnich
serin/threoninovych kinaz, které katalyzuji fosforylaci na hydroxylové skupiné aminokyselin
serinu nebo threoninu. Proteinkindza A je ubikvitarné exprimovana v sav¢ich buikach a podili
se na fad¢ vyznamnych bunécnych signalnich procesii.

Pro zachovéani aktivity a substratové specifity proteinkinazy A je vyhodné
jiimobilizovat. Imobilizované enzymy nabizeji jedine¢né vyhody jako je lepsi stabilita,
opétovné pouziti a snadné oddéleni enzymi z reakéni smési, coZ umoziuje kontrolu pritbéhu
reakce. Imobilizace enzymu se Siroce vyuziva k modifikaci a zlepSeni vlastnosti enzymd, jako
je specifita, aktivita a kinetické parametry.

Patologické zmény fosforylace proteinti a proteinkindzové aktivity jsou uzce spojeny
s mnoha lidskymi chorobami. Stanoveni proteinkindzové aktivity a jeji inhibice ma proto
zasadni vyznam pro zédkladni biochemicky vyzkum a objevovani [éCiv cilenych
na proteinkindzy.  Stanoveni  proteinkindzové  aktivity = kombinaci = nanomateriall
a elektrochemické detekce predstavuje slibnou kombinaci pro vyvoj vysoce citlivych
a praktickych biosenzoru. Elektrochemické biosenzory maji vysokou citlivost, rychlou odezvu
na signal, Siroky linearni rozsah a nizké naklady na analyzu. Proto mohou byt pouZivany
pfi studiu fosforylace a detekci aktivity kinaz, ¢imz polozily dllezity zaklad pro vyzkum
chorob a 1é¢iv souvisejicich s kinazami.

Pro stanoveni aktivity a charakterizaci imobilizovaného enzymu proteinkinazy A
z pohledu kinetickych parametrt Michaelisovy konstanty (Kwm) a mezné rychlosti (vmax) je tieba
vyuzit metodu, kterd umoznuje kvantifikaci produktu. Pro tyto tcely neni vhodné vyuziti
hmotnostni spektrometrie, kterd je konfirmacni metodou potvrzujici uroven fosforylace.
Informace dostupné v literatufe naznacuji moznost vyuziti elektrochemické detekce pro tyto
ucely. Pro elektrochemickou detekci 1ze vyuZit biotinylovany substrat, ktery po fosforylaci
muze byt z reakéni smési oddélen pomoci specifické interakce se streptavidinem. Jako donor
fostatové skupiny 1ze pouZit ATP-S (adenosin 5°-[y-thio]trifosfat tetralithna siil). Detekéni zlaté
nanocastice spontann¢ reaguji s thiolovou skupinou fosfatové skupiny prenesené na substrat
z ATP-S. Navéazané AuNPs lze nasledné elektrochemicky detekovat pomoci square-wave
katodické rozpoustéci voltametrie (SWCSV). Detekce zlatych nanocastic je zaloZena
na monitorovani signdlu tetrachlorzlatitych iontl, které vzniknou plsobenim kyseliny

chlorovodikové (0,1 M HCI).
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1

CIiLE DIPLOMOVE PRACE

Cilem teoretické Casti diplomové prace bylo vytvofit reSersi shrnujici informace o:

proteinkindze A (PKA) se zaméfenim na jeji strukturu, funkci, a katalytickou
aktivitu

metodach imobilizace enzymi a imobilizaci enzyml na magnetické ¢astice
konkrétnich ptikladech aplikaci imobilizované proteinkinazy A
elektroanalytickych metodach stanoveni aktivity proteinkindzy A a stanoveni

kinetickych parametrii katalyzované reakce

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo:

detekce elektroaktivnich zlatych nanocastic metodou square-wave voltametrie
s vyuzitim tisténych tfielektrodovych senzort s uhlikovou pracovni elektrodou
(SPCE) a borem dopovanou diamantovou pracovni elektrodou (SPBDDE)
optimalizace podminek elektrochemické detekce zlatych nanocéstic s vyuZzitim
SPBDDE

imobilizace proteinkindzy A na magnetické Castice

elektrochemické stanoveni aktivity proteinkinazy A s vyuzitim peptidového
substratu Biotin-Kemptide v pfitomnosti adenosin thiotrifosfatu (ATP-S)
oveéfeni UCinnosti fosforylace proteinkindzou A metodou hmotnostni
spektrometrie

stanoveni kinetickych parametrii solubilni a imobilizované proteinkinazy A
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2  TEORETICKA CAST

2.1. Proteinkinazy a jejich funkce

Proteinkindzy patifi mezi jednu z nejvétSich rodin proteinii. Jsou rozdélovany do riiznych
skupin podle substratu, struktury nebo funkce (Liu et al., 2023). Proteinkinazy jsou enzymy,
které¢ katalyzuji fosforylaci bunéénych proteinovych substrati (Xerxa et al., 2024). Patii

mezi dilezité signalni posly v metabolickych procesech (Liu et al., 2023).

Fosfat se vaze na
substrat

- —
(I: ATP (:-k‘. + @ _\
2 Va'h \\

ATP se vaZe na Hydrolyza ATP

katalytickou doménu enzymem
enzymu

Fosforylovany
substrat

Proteinkinaza

Obrazek 1: Funkce proteinkindz. Prevzato a upraveno dle (Suresh et al., 2022)

Proteinkinazy prenaseji fosfatovou skupinu, kterou poskytuje adenosintrifosfat (ATP) nebo
guanosintrifosfat (GTP), na své substraty, ¢imz zptisobuji jejich fosforylaci (viz Obrazek 1).
v organismu. Proteinkindzy, zajiStujici fosforylaci, plsobi v koordinaci s fosfatazami,
zajistujicimi defosforylaci (Liu ef al., 2023). Tyto enzymy reguluji miru fosforylace a aktivity
svych cilovych proteinti (Sojka et al., 2023). Cilové proteiny se pfevazné podileji na pienosu
signalu, kdy kaskada fosforylaci a defosforylaci proteinti zesiluje a $ifi extracelularni signaly
(Liet al., 2023, Zhang et al., 2023, Gul et al., 2024).

Fosforylaci proteinti dochazi k regulaci apoptdézy (Takarada et al., 2024), pribéhu
bunééného cyklu (Zhao et al., 2024), ptfestavby cytoskeletu, diferenciace a vyvoje bunck
(Sojka et al., 2023), imunitni odpovédi (Roskoski et al., 2023), funkce nervového systému
(Gajeswski-Kurdziel ef al., 2024) a transkripce (Roskoski et al., 2014). Fosforylace proteinti
je jedna z nejbézné&jSich posttranslaénich modifikaci proteint, kterd zpusobuje zménu jejich
funkce v bunéénych procesech (Pang et al., 2022).

Fosforylace se podili i na patologickych reakcich (viz Obrazek 2) spojenych s tadou
onemocnéni (napf. Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba) (Sato er al., 2023).

Nadmérna exprese nebo mutace nekterych proteinkindz muze vést az k rozvoji rakoviny.
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Nekteré proteinkinazy ptredstavuji cile pro chemoterapii v 1é¢be rakoviny. Mezi tyto cile patii
napiiklad serin/threoninovd Raf proteinkindza, tyrosinovd proteinkindza receptoru
epidermalniho rtstového faktoru (EGFR) nebo tyrosinova proteinkindza anaplastického
lymfomu (ALK) (Roskoski et al., 2014).

U chronické myeloidni leukémie vede reciproka translokace mezi chromozomy 9 a 22
(znama jako Filadelfsky chromozom) k chimérickému vytvoreni ¢asti genu Ber a genu Abl.
Produktem této translokace je tyrosinova proteinkinaza p210bcr/abl se zvySenou aktivitou,
vedouci k proliferaci, diferenciaci, pifezivani a odolnosti bunck va¢i apoptoze
(Roy et al., 2015). Lécivy ptipravek Imatinib, analog ATP, je kompetitivni inhibitor
proteinkindzy Bcr— Abl, ktery se pouzivda k [ébé chronické myeloidni leukémie
(Stagno et al., 2008).

Proteinkinézy se staly potencidlnim cilem pro budouci [é€bu napi. Alzheimerovy choroby.
V soucasnosti je nastinén vyvoj ruznych inhibitorti proteinovych kinaz jako moznych 1é¢iv
neurodegenerativnich 1 nadorovych chorob. Alzheimerova choroba je zavazné
neurodegenerativni onemocnéni, které se vyznacCuje poruchami paméti, mentalni retardact,
poruchami motorické rovnovahy a nesobéstacnosti (Li et al., 2023).

Mezi komplexnimi a riznorodymi patologickymi zménami u Alzheimerovy choroby
se proteinkinazy podileji na abnormalni fosforylaci Tau proteini za vzniku intraceluldrnich
spleti neuronalnich vlaken, ztrat€ neuront, extracelularnich depozitech B-amyloidu za vzniku

amyloidnich plakl a poruchach synaptickych funkci (Li ez al., 2023).

Onemocnéni spojena s
dysregulaci proteinkinaz

.

=) & = (=) (= @

Imatinib GSK-3B JAK inhibitory
(CML) inhibitor
Gefitinib SyK inhibitory
(NSCLC) CDK5
BRAF/MEK inhibitor BTK inhibitory
inhibitory
(melanom)

Potencialni inhibitory
proteinkinaz pro terapii

Obrazek 2: Onemocnéni spojend s dysregulaci proteinkindz a potencidlni inhibitory
proteinkinaz pro terapii. Prevzato a upraveno dle (Suresh et al., 2022).
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U cloveka bylo identifikovano 518 typi proteinkindz, které Ize na zakladé fosforylovanych
aminokyselinovych zbytkd substratu rozdé€lit na tyrosinové, serin/threoninové, histidinové,
tryptofanové, protein-aspartyl a protein-glutamyl kindzy (Goel et al., 2013). Nejvice
studovanymi proteinkinazami jsou tyrosinkindzy a serin/threoninové kinazy (Liu et al., 2023).

Lidské proteinkinazy 1ze dale také rozdélit na zaklade jejich struktury a funkce do rodin,
podrodin a skupin. Hlavni skupiny jsou proteinkinazy A, G a C (AGC) a receptorova
guanylatcyklaza (RGC), skupina proteinkindz zavislych na kalmodulinu (CaMK),
cyklin-dependentni kinazy (CDK), mitogenem aktivované proteinkindzy (MAPK), Glykogen
syntazy kinazy (GSK) a Cdc2-like kinazy (CLK), skupina sterilnich (STE)-MAPKSs, skupina
tyrosinkinaz (TK), skupina podobna tyrosinkindzdm (TKL), atypické skupina a dal$i skupiny
(Pang et al., 2022).

2.1.1. Proteinkinaza A

Proteinkinaza A (cyklicky AMP — dependentni proteinkindza neboli PKA) patii do skupiny
intracelularnich serin/threoninovych kinaz, které katalyzuji fosforylaci na hydroxylové skupiné
aminokyselin serinu nebo threoninu. Aktivita enzymu je regulovana hladinou cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP) v bunikdch. Proteinkindza A je ubikvitdrné exprimovéna
vsav€ich buiikdch a podili se na fad€¢ vyznamnych bunécnych signalnich procest
(Chakraborty et al., 2023).

Tento tetramerni enzym se skldda ze dvou regulacnich a dvou katalytickych podjednotek
(Chakraborty et al., 2023). Katalytické jadro se skldda z ptiblizné¢ 300 aminokyselinovych
zbytkl (Hereng ef al., 2012).

Jadro proteinkinazy A se sklada ze dvou lalokti: malého N — koncového laloku, ktery vaze
ATP, a velkého C — koncového laloku, ktery vaze proteinovy substrat (viz Obrazek 3).
N — koncovy lalok se sklada prevazné z B — skladanych listii a smycek. C — koncovy lalok je
tvofen zejména o — helixy a smyckami. Dusikata baze ATP (adenin) se vaze do hydrofobni
kapsy pomoci vodikovych vazeb a Van der Waalsovych sil spolu s glycinovymi zbytky

a amidovymi skupinami vnitini struktury enzymu (Roskoski et al., 2014).
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Obrazek 3: Terciarni struktura proteinkindazy A. Svétle modrie jsou zbarveny o — helixy,
S — skladané listy fialove, smycky hnédé a peptidovy substrdt cervené. Prevzato a upraveno dle
(Roskoski et al., 2014).

Substratovou specifitu proteinkinazy A zajistuje nckolik glutamylovych zbytkt
v C — koncovém laloku (Roskoski et al., 2014). Cast proteinového substratu, ktera obsahuje
serin/threonin, se vaZe na mélkou drazku ve velkém C — koncovém laloku jadra proteinkindzy
(Hereng et al., 2012).

Enzym zGstava v neaktivnim tetramernim stavu, dokud neni aktivovan v reakci na zvySenou
bunécnou hladinu cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), coz vede k uvolnéni aktivnich
katalytickych podjednotek z holoenzymu (Pieles et al., 2022).

Enzymaticka aktivita proteinkinazy A je aktivovéana signalni drahou, kterd je regulovana
pomoci cAMP. Signdlni cAMP — dependentni drdha proteinkindzy A je iniciovana
katecholaminy (noradrenalinem i adrenalinem), které stimuluji B-adrenergni receptory.
B-adrenergni receptor aktivuje enzym adenylatcyklazu pomoci stimulaéni podjednotky
G proteinu, a tim se indukuje syntéza cAMP z ATP. Druhy posel cAMP se vaze na obé
regula¢ni podjednotky proteinkindzy A, coz vede k uvolnéni katalytickych podjednotek
proteinkindzy A.  Nasledné milZze  kindza  katalyzovat  fosforylaci  substratu
(Chakraborty et al., 2023; Liu et al., 2022).

Mechanismus funkce aktivované proteinkinazy A zacina navazanim ATP a proteinového

substratu. Po navazani na proteinkindzu A dochazi k pfilnuti hydroxyskupiny serinu
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proteinového/peptidového substratu ke g-fosfatu ATP. Aspl66, invariantni zbytek vsech
proteinkindz, ptisobi jako obecna baze a odstraniuje proton z hydroxyskupiny serinu zbytku.
Lys168 neutralizuje zaporny naboj g-fosfatu. Kyslik na serinovém zbytku napadé terminalni
fosfatovou skupinu za vzniku metafosfatového meziproduktu (viz Obrazek 4). Je vytésnén ADP
a vznika protein — serin fosfat. Protoze fosfoserin vznikd na opacné strané fosfodiesterové
vazby nez b — fosfat, nazyva se tento proces tzv. in-line mechanismus. Produkty se uvolnuji

z aktivniho mista (Roskoski ef al., 2014).
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Obrazek 4: Reakcni mechanismus proteinkindazy A. Prevzato a upraveno dle (Roskoski et al.,
2014).

Pro zachovéani aktivity a substratové specifity proteinkindzy A by bylo vyhodné
jiimobilizovat. Imobilizace PKA by umoZznovala cilenou fosforylaci bez ruSivych vlivi
kontaminace jinymi proteinkindzami nebo autofosforylace kindz v citlivych testech. Funk¢ni
imobilizovana katalytick4 podjednotka PKA by mohla byt vyuZita v biotechnologii, proteomice

a bunécné biologii (Deane et al., 2023).
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2.2. Metody imobilizace enzymi

Imobilizované enzymy lze definovat jako enzymy, které byly fyzicky lokalizovany
nebo omezeny v ur€ité vymezené oblasti prostoru se zachovanim jejich katalytické aktivity,
které 1ze pouzivat opakovan¢ a nepretrzit¢ (Tan ef al., 2010).

Technologie imobilizovanych enzymu je od svého vzniku v 60. letech 20. stoleti Siroce
vyuzivana v riiznych oblastech enzymové katalyzy. Mezi riznymi materialy pro imobilizace
jsou Siroce cenény a vyvijeny nanocastice, a to hlavné diky jejich vysokému specifickému
povrchu a moznosti snadné¢ modifikace povrchu (Zhu et al., 2024).

Imobilizace enzyml byla zavedena jako technologie pro vyrazné zvySeni odolnosti
enzymu (Zhu et al., 2024). Imobilizované enzymy nabizeji jedine¢né vyhody jako je lepsi
stabilita, opétovné pouziti a snadné oddé€leni enzymu z reakéni smési, coz umoziuje kontrolu
pribéhu reakce (Wang et al., 2024). Imobilizace enzymu se Siroce vyuziva k modifikaci
azlepSeni vlastnosti enzymu, jako je specifita, aktivita a kinetické parametry.
V biotechnologickych procesech zjednodusuje pouziti imobilizovanych enzyml misto
solubilnich jejich oddéleni od findlniho produktu reakce (Remonatto et al., 2022).

Imobilizovany enzym se sklada ze dvou zakladnich sloZek: nekatalyticka matrice, kterd ma
usnadnit separaci a zvysit stabilitu katalyzatoru, a funkéni slozky, tedy enzymu. Konecné
chovani jakychkoli imobilizovanych enzymovych systému je ovlivnéno nejen vazbou molekul
a ustalenim konformace enzymu, ale také jeho aktivitou a selektivitou (Gao et al., 2012).

Imobiliza¢ni metody se neomezuji pouze na vazbu enzymu na pevné a sférické Castice,
at’ uz porézni nebo neporézni. Alternativni strategie jsou zaloZené na polyakrylamidovych
a kfemikovych sol — gelovych sitich, membranach zbavinénych vldken, a dokonce
1 na imobilizaci bez nosicl. Imobiliza¢ni techniky Ize rozdélit do tii kategorii (viz Obrazek 5):
fixace k nosici (fyzikalni adsorpce a kovalentni vazba), zachyceni inkluzi nebo do membranové

sité (enkapsulace) a provazani enzymil bez nosice (zesitovani) (Remonatto et al., 2022).
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Obrazek 5: Rizné metody pouZivané pro imobilizaci enzymii. Prevzato a upraveno dle
(Remonatto et al., 2022).

2.2.1. Fyzikalni adsorpce

Adsorpce je jedna z nejstarSich, nejjednodussich a Siroce pouzivanych imobiliza¢nich
technik. Pfi technice fyzikalni adsorpce je enzym imobilizovan na nosic¢e prostfednictvim
slabych vazeb, jako jsou van der Waalsovy sily, vodikové vazby a hydrofobni interakce.
Kwvili témto vazbam patii mezi vyznamné nevyhody této metody desorpce enzymu v pribéhu
reakce vlivem riznych parametrii (napf. koncentrace Cinidel a produkti). Tuto nevyhodu
lze do ur€ité miry omezit pouzitim hydrofobnich nosicli, aby se dosdhlo vyrazné&jsich
hydrofobnich interakci (Abdulmalek et al., 2022).

Dale se také mulZe jednat o afinitni adsorpci prostfednictvim ligandu interagujiciho
senzymem, jako je napiiklad koordina¢ni interakce mezi molekulami proteini

a kovové-organickymi sitémi (Xu ef al., 2021).
2.2.2. Enkapsulace

Enkapsulace je technika pfitahujici zna¢nou pozornost diky svym vyhodam, mezi které
patii nizka cena, rychlost, jednoduchost metody imobilizace a potfeba mirnych podminek
(Abdulmalek et al., 2022). Enzymova enkapsulace zahrnuje uzavieni enzymi do matrice
(potahovaného/podplirného materialu), aby se minimalizovaly strukturni zmény a zabranilo
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se degradaci enzymt (Weng et al., 2023). Enzymy jsou uzavieny v polymerni matrici (jako
jsou vldkna nebo gely) nebo v mikrokapslich, které umoziuji pratok substratu a produktii
kolem uzavienych enzymua (Abdulmalek ef al., 2022).

Enkapsulované enzymy jsou za rtznych podminek stabilnéjSi nez nativni formy.
Enkapsulace mlze zvysit enzymovou aktivitu zménou hydrofobnich interakci, zvétSenim
reakéniho povrch a zvySenim lokéalni koncentrace meziprodukti. Enkapsulované enzymy
se Siroce vyuzivaji v raznych odvétvich, naptiklad biokatalyzy, enzymoterapie nebo

biomediciny (Weng et al., 2023).
2.2.3. Zesitovani

Pti chemickém zesitovani (cross-linking) se nejdiive vysrazi protein pomoci ptidavku
srazedla, jako jsou soli, organickd rozpoustédla nebo polymery a nésledné¢ dochazi
mezi molekulami enzymiti pomoci bifunkénich nebo polyfunkénich sitovacich cinidel
k vytvoreni dvourozmérného zesitované¢ho agregatu, ktery je nerozpustny ve vod¢ a nazyva
se jako zesitovany enzym (Ramos et al., 2019).

Tato metoda je povaZovana za slibnou metodu imobilizace enzymi diky jejim vyhodam,
jako je technickd jednoduchost, zvySena stabilita enzymd, vysokd objemova aktivita enzymu
v imobilizované formé¢, nizké vyrobni naklady, protoze neni zapotiebi nosic¢, dale také moznost
pouziti Castecné pieciSténého enzymu a imobilizace riznych enzyml spole¢né. Jedna
se o techniku bez nosice zahrnujici zesitované krystaly enzymi a zesitované agregaty enzymil
(Ramos et al., 2019).

Nejcastéji pouzivanym sitovacim cCinidlem pro tuto metodu je glutaraldehyd.
Pfi této technice je enzym imobilizovan prostfednictvim chemické vazby, podobné jako
pfi technice kovalentni interakce. Rozdil mezi nimi spoc¢iva v tom, Ze tato technika vyuziva

sitovaci ¢inidlo a nepouziva nosi¢ (Abdulmalek et al., 2022).
2.2.4. Kovalentni vazba

Dalsi Siroce pouzivanou metodou je kovalentni vazba, pfi niZ pevné spojeni mezi enzymem
a nosi¢em zabranuje desorpci na rozdil od fyzikdlni adsorpce (Luo ef al., 2023). Jedna
se o chemickou imobiliza¢ni techniku, pfi které vznika kovalentni vazba mezi funk¢ni skupinou
na povrchu enzymu a reaktivni funk¢ni skupinou na povrchu nosice. PouZivané funkéni skupiny
pro kovalentni vazbu na reaktivni skupiny nosice jsou zejména aldehydové, aminoskupiny,

hydroxylové a karboxylové skupiny (Santos et al., 2019).
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Kovalentni vazba je nejucinnéjsi imobiliza¢ni technika diky velmi silnym interakcim
mezi materidly nosice a enzymem, také zabraniuje uvolnéni enzymu z vazby, snizuje difuzni
omezeni produktl nebo substrdtu a  zlepSuje aktivitu a stabilitu enzymu
(Abdulmalek et al., 2022). Nevyhodou této metody miize byt vyssi cena nosicCe, potieba vyssi
koncentrace enzymu kvuli jejich obCasné inaktivaci po chemickém oSetfeni a cely proces

Pti pouziti nékterych typt pevnych matric, které na povrchu nemaji aktivni funkcni
skupinu, je nutné provést modifikaci na povrchu téchto materialti vilozenim specifické funkcni
skupiny pred imobilizaénim procesem enzymu. Pro své snadné provedeni a moznost zvyseni

aktivity enzymu se ¢asto vyuziva modifikace pomoci glutaraldehydu (Santos et al., 2019).

2.2.5. Imobilizace na magnetické Castice

Mezi nejcastéjsi dva typy metod imobilizace enzymi patii: imobilizace zesitovanim
a imobilizace na bazi nosie. Imobilizace na pevny nosi¢ je mnohem vice rozsifena.
Z mnoha nosi¢li pouzivanych pro imobilizaci enzymu se ziskaly oblibu magnetické castice,
protoze umoznuji snadné oddéleni imobilizovaného enzymu od reakéniho média ptisobenim
vnéjsiho magnetického pole (viz Obrazek 6) a lze je ziskat relativné efektivnimi metodami
syntézy v pozadované velikosti ¢astic za nizké ndklady. Imobilizace enzymii na magnetické
materidly vyZzaduje modifikaci magnetickych castic zavedenim funkéni skupiny na jejich
povrch (Wang et al., 2024). Bézné se k tomuto ucelu vyuzivaji latky jako je polyethylenglykol
(PEG) (Han et al., 2018), kyselina 3-merkaptopropionova (MPA) (Jiang et al., 2023) ¢i kyselina
propionova (Zhuo et al., 2024).

Rozptylené magnetické
castice v roztoku

Prichyceni castic k Odstranéni Resuspendované

magnetu supernatantu magnetickeé castice

Opakovani

Obrazek 6: Separace magnetickych cCastic. Prevzato a upraveno dle (Tarn et al., 2009).
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2.2.6. Orientovana a neorientovana vazba

Orientace molekuly enzymu na povrchu nosi¢e ovliviiuje jeho aktivitu. Rizené navozeni
orientace enzymu na povrchu neboli orientovana vazba na nosi¢ (viz Obrazek 7), zlepSuje
ucinnost imobilizovaného enzymu vhodnym pfistupem kjeho aktivnimu mistu
(Luo et al., 2023).

Imobilizace neorientovanou vazbou enzymu na pevny nosi¢ mize mit negativni dopady
na aktivitu enzymu, zpisobené nevhodnou konformaci, omezenym pfistupem k aktivnimu
mistu enzymu a obtiznym ptenosem latek k enzymu. Z toho divodu je potfeba navrhnout
nejlepsi imobiliza¢ni podminky a protokol pro konkrétni enzym. Vhodna orientace enzymu
na povrchu nosice s pfedem urenym mistem pfipojeni mize zlepsit stabilitu imobilizovanych
enzymu a minimalizovat nezaddouci interakce (Schoffer er al., 2017).

Pro navrh vhodnych nosi¢i a imobiliza¢nich metod pro enzym ma velky vyznam
povrchové mikroprostfedi nosiCe, které ma vliv na orientaci enzymli na povrchu nosice
a na konformaci enzymu (Gao et al., 2012).

Vlastnosti nosi¢e ovliviiujici enzym jsou hydrofobnost/hydrofilnost povrchu,
porovitost, kompatibilita enzymu s nosi¢em a povrchovy naboj nosice. Povrchové pH, naboj
a hydrofobni vlastnosti pevného nosice ovlivni lokalni mikroprostfedi navdzaného enzymu
aenzym vtomto mikroprosttedi muize provadét konformacni zmény, aby spliioval stav

s nejnizsi energii (Luo ef al., 2023).

Povrchové mikroprostredi Lipaza & o
Olejova

i
:  emulze

Funkéni nanoéastice Indukce adsorpce Regulace konformace Difuze substratu

Obrazek 7: Orientovand vazba enzymu lipazy. Prevzato a upraveno dle (Luo et al., 2023).

2.3. Konkrétni priklady imobilizace proteinkinazy A

Deane et al. (2023) ve své studii pracovali s katalytickou podjednotku
cAMP-dependentni proteinkindzy A, zaclenili ji do imobilizované proteinové fuze a vytvofili
aktivni fuzni protein PKA-HaloTag (viz Obrazek 8). Pro vytvofeni imobilizovaného fizniho

proteinu PKA si vybrali protein HaloTag, coZ je modifikovand haloalkan dehalogenaza.
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HaloTag katalyzuje tvorbu kovalentnich vazeb enzymu s pevnym nosi¢em (magnetické castice)
funkéné upravenym chloralkanovymi ligandy specifickymi pravé pro tento protein. Halotag
se osvedcil jako kompatibilni fuzni partner s vice tfidami enzymti, coz vedlo k imobilizovanym

enzymum s pozadovanymi vlastnostmi zvySené aktivity a moznosti opakovaného pouziti.

Obrazek 8: Aktivni fuzni protein PKA-HaloTag. Prevzato a upraveno dle (Deane et al.,
2023).

Herberg et al. (2000) ptedstavili novy pfistup vyuzivajici povrchovou plasmonovou
resonanci (SPR) k pfimému zkouméni asociace a disociace A — kindzovych kotevnich proteinii
se vSemi Ctyfmi izoformami regulacni podjednotky proteinkindzy A imobilizovanymi
na modifikovaném povrchu cAMP (kovalentni vazba 8-azido-[>?P]JcAMP) s vysokou piesnosti.
K imobilizaci regulacnich podjednotek PKA byl pouZzit analog cAMP, 8-AHA-cAMP,
kovalentné spojeny pomoci linkeru v poloze 8 adeninového kruhu s ¢ipem CM5 aminovou
vazbou. Tyto cAMP Cipy vézaly velmi specificky a pevné vSechny Ctyfi typy regulacni
podjednotky PKA. Po navazani regulacni podjednotky bylo mozné sledovat asociaci a disociaci
A — kinazovych kotevnich proteinti. Imobilizace regulaénich podjednotek PKA byla pfinosna
pfi nasledné kinetické studii pfi stanoveni zdanlivych rychlostnich a rovnovaznych vazebnych
konstant pro interakci v§ech izoforem PKA s jakymkoli A — kindzovymi kotevnimi proteiny.

Ve studiich se ¢asto objevuje imobilizace substratu pro proteinkindzu A za Gcelem
stanoveni  jeji  aktivity. Tan er al (2013) sledovali aktivitu a inhibici
proteinkindzy A fluorometrickou metodou. V experimentu se pii fosforylaci peptidového
substratu znacené¢ho fluorescein-izothiokyanatem (FITC) adsorbuji a koncentruji produkty
fosforylace na povrchu magnetickych ¢astic potazenych kyselinou nitrilotrioctovou. Nejdiive
dochazi k vazbé iontli Zr*" na kyselinu nitrilotrioctovou na povrchu magnetickych &astic a poté
ionty Zr*" vazou fosfatovou skupinu prostfednictvim chelatace. Po magnetické separaci

se intenzita fluorescence homogenniho roztoku vyrazné méni. Fluorescen¢ni odezva umoziiuje
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touto metodou zaloZzenou na magnetickych c¢asticich snadno detekovat kindzovou aktivitu
pomoci spektrofotometru. Magnetické Castice potazené kyselinou nitrilotrioctovou jsou
pro tuto metodu znovu pouZitelné po odstranéni jejich vazby k Zr*" iontii a nasledné opétovnym
chelatovanim. Tato metoda predstavuje moznost pro efektivni test kinazové aktivity a screening

inhibitort.
2.4. Metody stanoveni aktivity proteinkinaz a fosforylace proteini

Patologické zmény fosforylace proteinti a kindzové aktivity jsou tizce spojeny s mnoha
lidskymi chorobami. Stanoveni kinazové aktivity a jeji inhibice ma zéasadni vyznam
pro zakladni biochemicky vyzkum a objevovani 1é¢iv cilenych na kindzy (Liu et al., 2014).

V minulosti se obvykle pouzivaly radioizotopové metody pro méfeni aktivity
proteinkindz, které ke sledovani fosforylacnich reakci pouzivaly radioaktivni ATP.
Tyto metody byly sice dostateéné citlivé pro detekci aktivity proteinkinaz, ovSem bylo
zapottebi specifickych piistrojii a byly nebezpecné pro vysoké riziko radioaktivni kontaminace
(Yin et al., 2015).

Nésledné se zacaly pouzivat méné rizikové novéjsi metody, jako je rezonanéni rozptyl
svétla (Wang, et al., 2005), technika zobrazovani povrchovou plazmovou rezonanci
(Cheng et al., 2009), Ramanova spektroskopicka analyza (Li et al., 2009), fluorescencni
metoda (Zhou et al., 2013), kolorimetricka metoda (Kitazaki et al., 2012), fotoluminiscen¢ni
metoda (Nonga et al., 2020), elektrochemiluminiscen¢ni metoda (Liu ez al., 2015), kvantitativni
hmotnostni spektrometrie (Zhang, Schneider ef al., 2020).

Nevyhodou téchto metod je drahé a slozité¢ technické vybaveni a Casové narocné
pracovni postupy véetné zpracovani vzorkd. V porovnani s pfedchozimi metodami se ukazaly
elektrochemické metody jako levnéjsi, jednodussi na obsluhu a dostate¢né citlivé pro stanoveni

aktivity proteinkindz (Yin et al., 2015, Chang et al., 2023, Liu et al., 2014).
2.4.1. Elektrochemicka stanoveni ve spojeni s nanomaterialy

Nanomaterialy maji oproti béZnym materialiim fadu ditleZitych vyhod, jako je vynikajici
vodivost a katalyticka aktivita, diky nimz jsou vhodné pro vyrobu elektrochemickych
biosenzorii s moznosti zlepseni jejich vlastnosti (Liu ef al., 2014). Elektrochemické biosenzory
maji vysokou citlivost, rychlou odezvu na signél, Siroky linedrni rozsah a nizké naklady
na analyzu. Proto mizou byt pouzivany pii studiu fosforylace a detekci aktivity kindz,
¢imz polozily dulezity zéklad pro vyzkum chorob a I[éCiv souvisejicich s kinazami

(Tan et al., 2019).
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Obrazek 9: Elektrochemické stanoveni fosforylovaného proteinu na bdzi nanomateridalil.
Prevzato a upraveno dle (Liu et al., 2014).

ATP-S

Spojeni nanomaterialii a elektrochemické detekce (viz Obrazek 9) piedstavuje slibnou
kombinaci pro vyvoj vysoce citlivych a praktickych biosenzorii. Mezi moznosti
elektrochemickych senzorl patfi spojeni s nanomateridly plisobicimi jako elektroanalyticka
sonda. Na obrazku 9A je jako ptiklad znazornéna elektrochemickéd detekce thiofosforylace
katalyzované proteinkindzou pomoci ATP-S a AuNPs, které zde pisobi jako elektroanalyticka
sonda pro detekci signalu. Dal$i moZnosti elektrochemickych senzorti je vyuZziti nanomateriala
k zesileni signalu. Na obrazku 9B je jako piiklad uvedena elektrochemicka detekce aktivity
proteinkindzy pomoci Zr*' a DNA-AuNPs. Jako posledni moZnost je uveden
elektrochemiluminiscen¢ni biosenzor. Na obrazku 9C je jako piiklad popsan test aktivity

proteinkinazy s pouzitim AuNPs pro zesileni signalu luminolu (Liu ef al., 2014).
2.4.2. Nanomaterialy piisobici jako elektroanalyticka sonda

Zlaté nanocastice (AuNPs) mohou byt pouzity jako U€inné elektroanalytické znacky
v elektrochemickych biosenzorech diky svym  jedineCnym elektroaktivnim

a elektrokatalytickym vlastnostem (Liu et al., 2014).
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Kerman et al. (2009) navrhli metodu elektrochemického biosenzoru zalozenou
na thiofosforylaci za pouziti adenosin 5'-[y-thio] trifosfatu (ATP-S) jako ko-substratu (schéma
viz Obrazek 9A). Po thiofosforylaci peptidi, které jsou imobilizované na povrchu pracovni
elektrody zoxidu cini¢itého, se AuNPs vazou pomoci ATP-S na povrchu elektrody.
Elektrochemicky se detekuji AuNPs v 0,1 M HCI médiu sledovanim oxidace Cl na povrchu
AuNPs. Pro elektrochemickou detekci byla vyuzita chloridova redoxni chemie metodou
square-wave voltametrie (SWV). Touto metodou se ve studii stanovovala aktivita klinicky
vyznamné tyrosinové proteinkinazy Abl-T315I, ktera se podili na terapii chronické myeloidni
leukémie (CML).

Ve studii od Kerman, Chikae et al. (2007) byla pouzita metoda, ktera je zaloZend
na znaceni fosforylovanych proteinii pomoci zlatych nanocastic (AuNPs) a nasledné
elektrochemické detekci (viz Obrazek 10) diferencné pulzni voltametrii (DPV). Detekce
fosforylovaného substratu na elektrodé modifikované substratem se zaklada na biotinylaci
substratu specifického pro kindzy s ATP-biotinem jako ko-substratem. Nasledné byl
fosforylovany a biotinylovany substrat specificky pro kindzu vystaven AuNPs konjugované
se streptavidinem. Vysoka afinita mezi streptavidinem a biotinem vede k navazani AuNPs
na substrat specificky pro kinazu. Elektrochemickd odezva ziskana z AuNPs umoziuje
sledovat aktivitu kinazy. Kindzova aktivita je sledovana pomoci elektrochemické detekce
redukce tetrachlorzlatitych iontli vzniklych elektrochemickou oxidaci AuNPs v 0,1 M HCI
médiu.

A
SETTR. . -

1
Elektroda modifikovana kinazovym ATP-Biotin Biotinylovany a fosforylovany
substratem kinazovy substrat
<
- e e @ = °
A8 0 8, & :
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Diferencni pulzni

Zlaté nanocastice navazané X
voltametrie

na streptavidin

Obrazek 10: Schématické zndzornéni principu pro detekci fosforylace proteinii na bazi
zlatych nanocastic. (1) Fosforylace a biotinylace imobilizovaného peptidu na uhlikové
elektrode (SPCE) (2) pripojeni zlatych nanocastic konjugovanych se streptavidinem (3)
redukcni signal AuNPs byl sledovan pomoci diferencni pulzni voltametrie. Prevzato a upraveno
dle (Kerman, Chikae et al., 2007).
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Liu et al. (2024) vyvinuli jednoduchy a citlivy piistup k homogenni detekci aktivity
proteinkindz zalozeny na nanoimpaktni elektrochemii, ktera sleduje stupen agregace nanocastic
stiibra (AgNPs) pted fosforylaci a po ni. Fosforylace katalyzovanad proteinkinazami vnasi
do peptidového substratu dva zaporné naboje, coz vede ke zménam elektrostatickych interakci
mezi fosforylovanym substratem a zaporné¢ nabitymi AgNPs. Zmény elektrostatickych
interakci ovliviiuji miru agregace AgNPs. Prostiednictvim piimé elektrooxidace AgNPs
v nanoimpaktnich elektrochemickych experimentech Ize kvantifikovat aktivitu proteinkinaz.
Senzor vykazoval Siroky detekcni rozsah, nizky detekeni limit (0,0048 U/ul) pro proteinkindzu
A, a také umoziuje sledovat procesy fosforylace katalyzované PKA.

Ji et al. (2009) vyvinuli elektrochemicky biosenzor pro stanoveni aktivity a inhibice
proteinkinazy A (viz Obrazek 11). Metoda se zamétuje na vyuZiti nanoc¢astic TiO2 k selektivni
vazbé na fosforylované peptidy. Nanocastice TiOz se vyuzivaji také jako senzitizér pro svétlem
indukované redoxni procesy k pfipraveé nanocastic stiibra (AgNPs). Pod UV zafenim dochazi
fotokatalytickou cestou k redukci Ag" excitovanymi elektrony na AgNPs a nasleduje jejich
navazani na povrch TiO2 nanocastic. Navazané AgNPs se pouZivaji k produkcei signalu a béhem

elektrochemickych méfeni se dale oxiduji na ionty Ag".
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Obrazek 11: Uspordadani elektrochemického senzoru s vyuZitim nanocdstic stiibra
pro stanoveni aktivity a inhibice proteinkinazy A. Prevzato a upraveno dle (Ji et al., 2009).
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2.4.3. Nanomaterialy piisobici na zesileni signalu

Sui et al. (2018) popsali citlivou a selektivni fotoelektrochemickou metodu
(viz Obrazek 12) pro detekci aktivity proteinkindzy A zalozenou na pouziti nitridu uhliku
podobného grafitu (g-CsN4) a kvantovych tecek CdS (QD, nanokrystaly). Nejprve doslo
k syntéze komplexu nitridu uhliku a zlatych nanocastic (AuNPs). Tento komplex byl pouzit
jako fotoelektrochemicky aktivni material a zaroven jako nosi¢ pro imobilizaci peptida,
které jsou fosforylovany kinazou. Imobilizované peptidy byly pfipojeny k ITO elektrodé
modifikované g-C3Ns-AuNPs komplexem a poté fosforylovany PKA v pfitomnosti ATP-S.
Nakonec byly pfidany kvantové tecky CdS, aby se zvysila elektrochemickd odezva g-C3Ny
na zakladé vazby Cd-S mezi kvantovymi te€¢kami a thiolovymi skupinami. Metoda byla pouZita
ke kvantifikaci inhibi¢niho G¢inku kyseliny ellagové na PKA a ke sledovani aktivity enzymu

v bunéénych lyzatech.
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Obrazek 12: Usporadani elektrochemického senzoru pro detekci aktivity PKA s vyuZitim
CdS kvantovych tecek. Prevzato a upraveno dle (Sui et al, 2018).

Uhlikové nanotrubicky maji vynikajici elektrochemické vlastnosti, proto se zacaly
v elektrochemické detekci pouzivat elektrody modifikované uhlikovymi nanotrubickami
k podpofte ptenosu elektronti béhem redoxniho procesu. Vyhodou je zesileni detekéniho signalu
a zvyseni citlivosti méfeni. Cilovy substrat pro kindzu tyrosin mize byt oxidovan na uhlikovych
elektrodach, jak bylo popsano jiz na pocatku 80. let 20. stoleti (Liu ef al., 2014).
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Oxidace tyrosinu umoziuje jasn¢ rozliSit fosforylované a nefosforylované formy
peptidi elektrochemicky. Fosforylace tyrosinového zbytku muze potlacit odezvu oxidaéniho
proudu a posunout ho na vyssi oxidacni potencidl nez nefosforylovany zbytek. Integraci vysoce
citlivé elektrody modifikované uhlikovymi nanotrubickami a signdlni odezvy oxida¢niho
proudu tyrosinu pted a po fosforylaci umoziuje novy piistup (bez nutnosti znaceni peptidi)
pro kvantitativni elektrochemickou detekci fosforylace peptidii tyrosinu diferenéni pulzni
voltametrii (Kerman, Vestergaard et al., 2007).

Zlaté nanocastice (AuNPs) se také ukazaly jako vhodné nanomaterialy, které se mohou
vyuzit pro zesileni signdlu pfi elektrochemické detekci, a to hlavné diky svému velkému
povrchu, na ktery lze vlozit velké mnozstvi biomolekul nebo signalnich sond (Liu et al., 2014).

Wang et al. (2011) vyvinuli biosenzor (viz Obrazek 13), vnémz je substrat
imobilizovany na povrchu zlaté elektrody nejdiive fosforylovdn proteinkindzou A, a poté
je k nému pripojena specificka protilatka znacena biotinem. Nasledné jsou na povrch elektrody
imobilizovany zlaté nanocastice modifikované kienovou peroxidazou (HRP) s navdzanym
streptavidinem prostfednictvim interakce biotin-avidin. Kienova peroxiddza mize poté
na povrchu elektrody katalyzovat oxidaci 3,3',5,5'-tetramethylbenzidinu (TMB) a ziskané
elektrochemické signaly se mohou vyuzit ke sledovani fosforylace. Takto navrzenou
elektrochemickou strategii 1ze pouzit pro detekci kindazové aktivity, a také pro studovani

inhibice proteinkinaz.
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Obrazek 13: Schéma elektrochemické detekce aktivity proteinkinazy A zesilenim signdlu
pomoci AuNPs. Prevzato a upraveno dle (Wang et al, 2011).
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Liao et al. (2023) vyvinuli pro detekci aktivity PKA novou elektrochemickou metodu
(viz Obrazek 14) zalozenou na strategii zesileni signalu pomoci DNA enzymu fizeného Zr**
ionty. Tato strategie umoziluje specialné navrzeny peptidovy substrat a thiolovanou
vlasenkovou DNA znacenou methylenovou modii (MB-hpDNA) ukotvit na povrchu zlaté
elektrody pomoci vazby Au-S. V pritomnosti ATP a PKA byl peptidovy substrat fosforylovan
a spojen s walkerovou DNA prostiednictvim Zr*"fosfitové chemie. Navazana Walker DNA
(WD) hybridizovala s oblasti smycky vlasenkové DNA znacené methylenovou modii. Doslo
ke vzniku Mn**-dependentniho DNA enzymu, ktery $tépil DNA vlasenku na fragment znacéeny
methylenovou modii uvoliiujici se zpovrchu elektrody. Stépeni DNA vlasenky vedlo
k velkému poklesu elektrochemického signalu a poskytlo moznost elektrochemické detekce
aktivity PKA. NavrZzenou metodu lze také pouzit pro hodnoceni inhibice a stanoveni aktivity
PKA ve vzorcich bun¢k. Navrhovany biosenzor je velmi slibny pro diagnostiku a vyzkum Ié¢iv

pro onemocnéni souvisejici s PKA.
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Obrazek 14: Schématické znazornéni elektrochemické detekce aktivity PKA zaloZené na
strategii zesileni signdlu pomoci DNA enzymu Fizeného Zr4+. Prevzato z (Liao et al., 2023).

2.4.4. Elektrochemiluminiscen¢ni senzory pro stanoveni aktivity proteinkinaz

Elektrochemiluminiscence (ECL) je proces, pii némz dochazi k vyzafovani svétla
pfiredoxni reakci elektrogenerovanych reaktantl. Tato technika pfedstavuje spojeni

elektrochemie a luminiscen¢nich technik. Diky tomuto spojeni mé tato technika vyhody
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elektrochemie i luminiscence, mezi které patii vysoka citlivost a Siroky dynamicky rozsah
koncentra¢ni odezvy (Liu et al., 2014).

Xu et al. (2010) vyvinuli novy elektrochemiluminiscencni biosenzor (viz Obrazek 9C)
vyuzivajici zlaté nanocastice jako sondy pro pienos signalu pro detekci aktivity kinaz. AuNPs
byly specificky konjugovany s thiofosfatovou skupinou po procesu fosforylace v ptitomnosti
ko-substratu ATP-S. Diky dobré vodivosti, velkému povrchu a vynikajici elektroaktivité viaci
oxidaci luminolu AuNPs extrémné zesilovaly elektrochemiluminiscencni signal luminolu
a nabizely vysoce citlivy ECL biosenzor pro detekci kindzové aktivity. Navrzeny biosenzor
vykazoval vysokou citlivost, nizky detekéni limit (0,07 U/ml), Siroky linearni rozsah
a vynikajici stabilitu. Tento biosenzor Ize navic pouzit i pro kvantitativni analyzu inhibice
kindz. Jednoduchy a citlivy biosenzor je slibny pii vyvoji testu aktivity kindz in vitro
a screeningu inhibitort pro klinickou diagnostiku a vyvoj 1€Civ.

Zhao et al. (2012) vyvinuli jednoduchy elektrochemicky biosenzor pro monitorovani
aktivity a inhibice proteinkindzy A, zalozeny na technologii magnetickych Castic a zesileni
signalu pomoci AuNPs. V této strategii zalozené na ECL byly pfipraveny nanosondy ECL
konjugaci AuNPs s fosforylovanymi zachytnymi sondami DNA. Zr*" zprostiedkoval vazbu
mezi biotinem modifikovanymi fosforylovanymi peptidy a nanosondami ECL. Komplexy byly
poté zachyceny a obohaceny na povrchu elektrody magnetickymi casticemi potazenymi
streptavidinem pro detekci ECL. Spojeni AuNPs a techniky ECL poskytuje moZnost vysoce
citlivého testu. Vyuziti magnetickych ¢astic a Zr** vede ke zjednodusenému a opakovatelnému

pouziti protokolu.
2.4.5. Stanoveni kinetickych parametri enzymatické reakce

Ve studii Kerman, Chikae ef al. (2007), jejiz princip byl popséan v kapitole 2.4.2., byla
elektrochemickd odezva ziskana z Au nanocastic umoznujici sledovat aktivitu kindzy, a také
inhibici malych molekul inhibitord na fosforylaci proteini. Ve studii stanovili aktivitu
proteinkinazy A v kombinaci s jejim vysoce specifickym peptidovym substratem Kemptide
(LRRASLG). Detekéni limit pro substrat Kemptide byl stanoven na 10 uM a detekéni limit
pro kindzovou aktivitu proteinkinazy A byl stanoven na 10 U/ml. Inhibice aktivity PKA
na Kemptide pomoci kyseliny ellagové byla sledovéana s ICso (poloviéni maximalni inhibi¢ni
koncentrace) 3,5 uM.

V této zminéné studii byla kinetika fosforyla¢ni reakce sledovana zastavenim reakce

v riznych ¢asovych intervalech a meéfenim signalu redukce Au (viz Obrazek 15 A). Pozorovali,
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7ze 200 U/ml PKA dosdhlo urovné nasyceni pfiblizné po 30 minutich inkubace.
Kdyz se po 1 hodin¢ kindzova reakce zastavila, a poté se fosforylované a biotinylované peptidy
nechaly reagovat s nanoc¢asticemi Au potaZzenymi streptavidinem, nebylo pozorovano zadné
vyrazné zvySeni odezvy redukcniho piku enzymu. Ovérovala se také zavislost redukéni signalu
Au na dob¢ inkubace s Au nanocasticemi potazenymi streptavidinem (viz Obrazek 15 B).
Redukéni signaly ziskané z Au nanocastic se postupné zvySovaly az po 1 h a poté zlstaly
stabilni. Z toho diivodu se ve studii dale pouzivalo 30 minut kinazové reakce s naslednou 1 h

inkubaci s Au nanocasticemi potazenymi streptavidinem (Kerman, Chikae et al., 2007).
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Obrazek 15: Graf zavislosti (A) doby kindzové reakce na odezvé Au nanocastic, (B) doby
inkubace s Au nanocasticemi monitorovan proud pri vioZzeném potencialu. Prevzato z (Kerman,
Chikae et al., 2007).

Enzymova kinetika solubilnich enzyml je popsana rovnici Michaelis-Mentenové
(viz Obrazek 16), kde V je pocatecni reakéni rychlost enzymem katalyzované reakce
(umol/min), S je koncentrace substratu (umol/ml), Viax je maximalni reakéni rychlost enzymem
katalyzované reakce (umol/min) a Ky je konstanta Michaelis-Mentenové (pmol/ml)

(Bhattacharya et al., 2004).
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V=VmaxSKn+8

Obrazek 16: Rovnice Michaelis-Mentenové. Prevzato z (Bhattacharya et al., 2004).

Kinetické parametry enzymu imobilizovanych na pevnych nosic¢ich se méni v disledku
omezeni pienosu latek, zejména pokud je nosi¢ porézni. Uinny prenos substratu
do katalytického mista v enzymu a stanoveni kinetickych parametrii se stavd nezbytné
pro pfesny popis imobilizovaného systému (Bhattacharya et al., 2004).

Jednoduchymi tpravami 1ze rovnici Michaelis-Mentenové (rovnice hyperboly) prevést
na rovnici pfimky pomoci metody linearizace podle Lineweaver-Burka. V grafu
Lineweaver-Burka (viz Obrazek 17) jsou reakéni rychlosti vyneseny proti riznym
koncentracim substratu, aby se ziskala linedrni transformace. Z grafu lze odhadnout parametr

enzymu Michaelisova konstanta (Ky) (Gasic et al., 2001).
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Obrazek 17: Graf linearizace podle Lineweaver-Burka. Prevzato z (Gasic et al., 2001).
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3
3.1.

EXPERIMENTALNI CAST

Pristroje a pomiicky

Piistroje a pomucky:

Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Gottingen, Némecko)
pH metr Orion 420A+ (Orion, USA)

Mini Rotator PTR — 25 Grant-bio (Grant Instruments, Cambridge, UK)

Mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Magneticky separator MPC-S (Invitrogen ThermoFisher Scientific, Massachusetts,
USA)

Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Termostat Memmert (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Némecko)

Termoblok — blokova digitdlni lazet pro mikrozkumavky BTD Grant-bio
(Grant Instruments, Cambridge, UK)

Thermo-Shaker TS-100 (Biosan, Riga, LotySsko)

Vortex WX (Velp Scientifica, Usmate Velate, Italie)

Zatizeni pro vyrobu ultracisté vody HALIOS (Neptec, Montabaur, Némecko)
Multipotenciostat MultiEmStat3 se 4 nezavislymi potenciostaty + software
MultiTrace 4 (PalmSens, GA Houten, Nizozemi)

Tisténé tiielektrodové senzory DropSens Metrohm DRP-C110 s uhlikovou pracovni
elektrodou, argentchloridovou referentni elektrodou a pomocnou uhlikovou elektrodou
(plocha pracovni elektrody 11 mm?) (Metrohm DropSens, Svycarsko)

Tisténé tiielektrodové senzory DropSens Metrohm DRP-110STR s uhlikovou pracovni
elektrodou modifikovanou streptavidinem, argentchloridovou referentni elektrodou
a pomocnou uhlikovou elektrodou (plocha pracovni elektrody 11 mm?) (Metrohm
DropSens, Svycarsko)

Tisténé trielektrodové senzory SP-BDDE s borem dopovanou diamantovou pracovni
elektrodou, argentchloridovou referentni elektrodou a pomocnou diamantovou
elektrodou (plocha pracovni elektrody 7,07 mm?) (Ustav fotoniky a elektroniky,
Slovenska technicka Univerzita v Bratislavé, Slovensko)

Zlaté nanocastice o velikosti 5, 10, 20, 30 a 50 nm, stabilizované v citraitovém pufru

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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Nosi¢ OLIGO™ R3 Reversed-Phase Resin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)

MALDI desticka Opti-TOFTM 384 Well Insert (Applied Biosystems/MDS SCIEX,
Framingham, MA, USA)

MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Pouzité magnetické Castice:

Sera-Mag Double SpeedBeads s karboxylovou funkéni skupinou (Carboxylate
modified microparticles) o velikosti 0,816 um (Seradyn Inc., Indianapolis, Indiana,
USA)

Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 o velikosti 1 pm, magnetické &astice
modifikované Streptavidinem C1 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Baltics UAB
Vilnius, Litva)

Dynabeads® M-270 Streptavidin o velikosti 2,7 um, magnetické &astice modifikované

Streptavidinem (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Baltics UAB Vilnius, Litva)

Specidlni biochemikalie:

Proteinkindza A (PKA) podjednotka Ca lidskd, rekombinantni, systém exprese E. coli,
uchovévaci roztok: 20 mM MOPS pH 7, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA
a 50% glycerol, ¢istota> 95 % (SDS-PAGE), teoretickd molekulova hmotnost 41 kDa,
aktivita> 8 000 000 U/mg (Biaffin GmbH & Co KG, Kassel, Némecko), dale pouzivan
nazev PKA

Adenosin  5'-[y-thio]trifosfat tetralithnd sul, d&istota > 75 %, lyofilizovany
(Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH, Steinheim, Némecko)

Kemptide (Biotin) o sekvenci biotin-LRRASLG, Cdistota > 95 % (Abbexa Ltd,
Cambridge, UK)
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3.2. Imobilizace proteinkinazy A na magnetické ¢astice

Pouzité chemikalie:

e N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDAC,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e N-hydroxysulfosukcinimid sodny (Sulfo-NHS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina (MES, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Hov¢zi sérovy albumin (BSA, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)

Pouzité roztoky:

e 50 mM MES pufr, pH 6,0
e 50 mM MES puft, pH 6,0 s 0,05 % BSA

Postup:

Na 1,2 mg (24 pl) magnetickych €astic SeraMag Carboxylate (zdsobni 5% suspenze)
bylo imobilizovano 6 pg PKA. Magnetické ¢éstice byly odebrany do 2 ml Protein LoBind
mikrozkumavek. Nasledovalo promyti magnetickych ¢astic pomoci magnetického separatoru
5% 1,2 ml 50 mM MES pufru, pH 6,0. K promytym casticim bylo pfidano 9 mg EDAC v 600 pl
MES pufru, pH 6,0 a 1,5 mg sulfo-NHS v 600 ul MES pufru, pH 6,0. Tato reakéni smés byla
inkubovéna 30 minut na rotatoru pii laboratorni teploté. Po inkubaci byl odstranén supernatant
a k magnetickym casticim bylo pfidano 6 pg PKA v 50 mM MES pufru, pH 6,0 s 0,05 % BSA
v celkovém objemu 1,2 ml. Poté nasledovala inkubace pies noc pii 4 °C na rotatoru. Nasledujici
den byl odstranén supernatant a magnetické ¢astice byly promyty 5x 1,2 ml 50 mM MES puftru,
pH 6,0. Pro pozd¢jsi pouziti byly magnetické Castice s imobilizovanou PKA skladovany
v 50 mM MES pufru, pH 6,0 pfi teploté 4 °C. Pro ovéfeni imobilizace byly vzorky analyzovéany
také hmotnostni spektrometrii MALDI LTQ Orbitrap XL.

3.3. Fosforylace peptidového substratu proteinkinazou A

Pouzité chemikalie:

e 2-(N-morfolino)ethansulfonové kyselina (MES, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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e N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonovd kyselina (HEPES, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

e Ethylenglykol-bis-2-aminoethylether-N,N,N",N"-tetraoctova kyselina (EGTA,
Sigma-Aldrich, CHEMIE GmbH, Steinheim, Némecko)

e Dithiotreitol (DTT, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

e Chlorid hote¢naty (MgCl, Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

e 50 mM MES pufr, pH 6,0
e 40 mM HEPES puft, pH 7,2
e Reakéni puft, pH 7,2: 40 mM HEPES, 5 mM EGTA, 2 mM DTT a 5 mM MgCl

3.3.1. Fosforylace peptidového substratu solubilni proteinkinazou A

Postup:

Bylo smichéno 94 pl reakéniho pufru, odpovidajici koncentrace zasobniho roztoku
ATP-S (pouzita mnozstvi ATP-S: 5; 7,5 ul), odpovidajici koncentrace PKA (pouzita mnozstvi
PKA: 0,5;0,68; 0,75; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4 ug) a odpovidajici koncentrace zasobniho roztoku
substratu Biotin-Kemptide (pouzita mnozstvi substratu: 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75 pl). Takto
pfipravena reak¢ni smés byla inkubovéna pii 30 °C na rotatoru. Inkubace probihala 1, 3, 5 a 20
hodin. Po fosforylaci mohou byt vzorky uskladnény pii -20 °C. Vzorky byly po fosforylaci
analyzovany Square-wave voltametrii na tiSténych tfielektrodovych senzorech s uhlikovou
pracovni elektrodou (DRP-C110) podle podminek popsanych v kapitole 3.4.1. Pro ovéfeni
fosforylace byly vzorky analyzovany také hmotnostni spektrometrii MALDI LTQ Orbitrap XL.

3.3.2. Fosforylace peptidového substratu proteinkinazou A imobilizovanou na

magnetickych ¢asticich
Postup:

Magnetické ¢astice s imobilizovanou PKA byly promyty 2x 1,2 ml HEPES pufru,
pH 7,2. Ze suspenze magnetickych ¢astic s imobilizovanou PKA bylo odebrano takové
mnozstvi magnetickych ¢astic odpovidajici 1 pg imobilizované PKA pouzité do reakce.
Supernatant byl odebran od magnetickych ¢astic. K magnetickym ¢asticim bylo ptidano 94 ul

reakéniho pufru, odpovidajici koncentrace zasobniho roztoku substratu Biotin — Kemptide
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(pouzitd mnozstvi substratu: 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75 ul) a odpovidajici koncentrace
zasobniho roztoku ATP-S (pouzita mnozstvi ATP-S: 5; 7,5 ul). Takto ptipravena reakéni smes
byla inkubovana 1, 3, 5 nebo 20 hodin pfi 30 °C na rotatoru. Po odebrani supernatantu byly
magnetické ¢astice promyty 5X 300 ul 50 mM MES pufru, pH 6,0 ve kterém byly skladovany
pii teploté 4 °C. Vzorky byly po fosforylaci analyzovany Square-wave voltametrii na tiSt€énych
ttielektrodovych senzorech s uhlikovou pracovni elektrodou (DRP-C110) podle podminek
popsanych v kapitole 3.4.1. Pro ovéfeni fosforylace byly vzorky analyzovany také hmotnostni

spektrometrii MALDI LTQ Orbitrap XL.

3.4. Elektrochemicka detekce fosforylovaného substratu

Metoda stanoveni aktivity je zaloZzena na detekci zlatych nanocastic (AuNPs)

zachycenych pomoci ATP-S na substratu cilen¢ fosforylovaném proteinkindzou A.

3.4.1. Podminky elektrochemické detekce

Tabulka 1: Podminky elektrochemického precisténi elektrody a podminky méieni cyklickou
voltametrii na DRP-C110 a SP-BDDE elektroddch

C110i BDD | Cyklicks voltametrie
Podminky precisténi

E kond. -0,15V

t kond. 12's

E dep. 1,2V

t dep. 120 s
Podminky Cyklické voltametrie
t ekv. 8s

E pot. 1,2V

E vertex 1 1,2V

E vertex 2 00V

E krok 0,005 V
Rychlost skenu | 0,1 V/s

Pocet skent 3
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Tabulka 2: Podminky elektrochemického precisténi elektrody a podminky méieni
Square-wave katodickou rozpoustéci voltametrii na DRP-C110 elektroddach

C110 ‘ Square-wave voltametrie
Podminky precisténi

E kond. 0,15V

t kond. 10s

E dep. 1,2V

t dep. 120 s

Podminky Square-wave voltametrie
t ekv. 2s

E poc. 0,8V

E kone. 0,0V

E krok 0,003 V

amplituda 0,02805 V
frekvence 25 Hz

Tabulka 3: Podminky elektrochemického piecisténi elektrody a podminky méieni
Square-wave katodickou rozpoustéci voltametrii na SP-BDDE elektroddach

BDD Square-wave voltametrie
Podminky precisténi

E kond. 0,15V

t kond. 10s

E dep. 1,5V

T dep. 80 s

Podminky Square-wave voltametrie
t ekv. 2s

E poc. 0,8V

E kone. 0,0V

E krok 0,003 V

amplituda 0,02805 V

frekvence 25 Hz

3.4.2. Elektrochemicka detekce zlatych nanocastic na tiSténych elektrodach

Pouzité chemikalie:

e Kyselina chlorovodikova 35 % (HCI, Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH, Steinheim,

Némecko)
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e Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na;HPOs, Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, CR)

e Hydrogenfosfore¢nan didraselny (KoHPO4, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR)
e Chlorid sodny, p.a (NaCl, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR)

e Chlorid draselny, p.a (KCl, Penta, Chrudim, CR)

e Kyselina citronova monohydrat (Lachema, Brno, CR)

e Citronan trisodny dihydrat (Penta, Chrudim, CR)

Pouzité roztoky:

e 0,1 MHCI
e 10 mM citratovy pufr, pH 3,0

Postup:

Pro méteni byly pouzity tisténé tfielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou
(DRP-C110), uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou streptavidinem (DRP-110STR)
nebo borem dopovanou diamantovou pracovni elektrodou (SP-BDDE). Nejdiive bylo
na elektrodu napipetovano 100 ul 0,1 M HCl. Pro méfeni bylo smichano 25 pl AuNPs
(o velikosti 5, 10, 20, 30 a 50 nm) a 75 pl citratového pufru, pH 3,0, smés byla promichana.
Dale bylo smichdno 40 pl pfipravené smési s 60 pl 0,1 M HCI. Celkovy méfeny objem smési
byl 100 pl. Pfipravena smés byla promichana a 3 minuty inkubovéana na rotatoru pii laboratorni
teploté. HCI byla opatrné odstranéna z elektrody a na elektrodu bylo napipetovano 100 pl smési
0,1 M HCI, AuNPs a citratového pufru. Detekce square-wave voltametrii s Multipotenciostatem
MultiEmStat3 se 4 nezavislymi potenciostaty ovladanym softwarem MultiTrace 4 probihala
za podminek uvedenych v Tabulce 2 a 3 kapitoly 3.4.1. Stejny postup byl pouZit i pro cyklickou

voltametrii za podminek uvedenych v Tabulce 1 kapitoly 3.4.1.

3.4.3. Izolace fosforylovaného substratu pomoci magnetickych ¢astic

modifikovanych streptavidinem

Pouzité chemikalie:

e Citronan trisodny dihydrat (Penta, Chrudim, CR)
e Kyselina citronova monohydrat (Lachema, Brno, CR)

e Kyselina chlorovodikova 35 % (HCI, Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH, Steinheim,

Némecko)

Pouzité roztoky:
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e 10 mM citratovy pufr, pH 3,0
e 0,1 MHCI
Postup:

Fosforylace peptidového substratu byla provedena postupem uvedenym v kapitole
3.3.1. pro solubilni PKA a 3.3.2 pro imobilizovanou PKA. Byl pouzit substrat Biotin-Kemptide
a ATP-S, fosforylace probihala 1 a 5 hodin. U imobilizované PKA byly pomoci magnetického
separatoru magnetické ¢astice oddéleny od supernatantu. Supernatant byl zpracovavan dvéma
riznymi zpusoby. Solubilni PKA byla také zpracovavana dvéma riznymi zpisoby stejné jako
supernatant imobilizované PKA.

Postup 1: K supernatantu byla pfiddna smés 50 pl 20 nm AuNPs a 150 pl citrdtového
pufru, pH 3,0. Nasledovala inkubace 20 minut na rotatoru pfi laboratorni teploté. Poté byla
smés pridana k 0,25 mg magnetickych castic se streptavidinem Dynabeads™ MyOne™
Streptavidin C1. Magnetické Céstice byly pfedem promyty 5x 200 ul PBS pufru, pH 74.
Ptipravend smés byla inkubovéana 20 minut na rotatoru pii laboratorni teploté. Po inkubaci byl
supernatant odstranén a magnetické ¢astice byly 5X promyty 100 pl citratového pufru, pH 3,0.
Magnetické castice byly smichany s 100 ul 0,1 M HCI a nasledn€ byla smés promichdna
a 12 minut inkubovana na rotatoru pii laboratorni teploté. Nasledné byla smés pipetovana
na elektrodu DRP-C110. M¢éteni probihalo square-wave voltametrii za podminek uvedenych
v Tabulce 2 kapitoly 3.4.1 pro DRP-C110 elektrody.

Postup 2: K supernatantu bylo ptidano 0,25 mg magnetickych ¢astic se streptavidinem
Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1, které byly 3X promyty 100 ul PBS pufru, pH 7.,4.
Nasledovala inkubace 20 minut na rotatoru pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byl supernatant
odstranén a k magnetickym casticim bylo pfidano 20 pl 20 nm AuNPs a 80 pl citratového pufru,
pH 3,0. Pfipravena smés byla inkubovana 20 minut na rotitoru pii laboratorni teploté.
Supernatant byl odebran a magnetické castice byly 1X promyty 100 pl citratového pufru,
pH 3,0. Magnetické c¢astice byly smichany s 100 ul 0,1 M HCl a nasledné¢ byla smés
promichana a 3 minuty inkubovéana na rotatoru pfi laboratorni teploté. Nasledné¢ byla smés
pipetovana na elektrodu DRP-C110. Méteni probihalo square-wave voltametrii za podminek

uvedenych v Tabulce 2 kapitoly 3.4.1. pro DRP-C110 elektrody.

3.5. Detekce fosforylovaného substratu pomoci hmotnostni spektrometrie

Pouzité chemikalie:

e Acetonitril 99,8 % (ACN, Sigma-Aldrich CHEMIE, GmbH, Steinheim, Némecko)
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e Kyselina trifluoroctova 99 % (TFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB, LaserBio Labs SARL, Valbonne, Francie)
e Kyselina trihydrogenfosforecna (H3POs, Fluka, New Jersey, USA)

Pouzité roztoky:

e 809% ACN/0,1 % TFA

e 0,1%TFA

e 5%TFA

e Matrice pro fosforylované substraty DHB 10 mg/ml v 50 % ACN/0,1 % TFA s 1 %
H3POg4

e Suspenze faze OLIGO™ R3 Reversed-Phase Resin v 80 % ACN/0,1 % TFA

3.5.1. Odsoleni vzorkii na mikrokolonkach plnénych POROS OLIGO™ R3

reverzni fazi
Postup:

2-3 mm na konci GELoaderu byly stlaceny tak, aby v ném zlstala zachycena R3 faze,
ale aby nedoSlo kjeho uplnému zneprichodnéni. Do ptipraveného GELoaderu bylo
napipetovano 10 pl homogenizované suspenze faze. Faze byla opatrné tlatena pomoci
insulinové stiikacky. Pipetovana hustota homogenizované suspenze faze byla optimalizovana
tak, aby délka kolonky byla idealné 1 cm. Do pfipravené kolonky bylo napipetovano 10 pl 80 %
ACN/0,1 % TFA anésledné bylo vSe protlaceno skrz. Poté bylo napipetovano 15 pul 0,1 % TFA
k promyti kolonky, aby nad fazi zistalo 5 pl. Vzorky byly okyseleny 5 % TFA
(vzorku 2:1 TFA) a nanaSeny do kolonky po 10 pl bez fedéni. Nasledovalo promyti faze
s navazanym vzorkem 1x15 pl 0,1 % TFA a zbytkovy vzduch byl protlaten ptes fazi,
aby se vzorek vysusil a nedoslo k fedéni elu¢niho roztoku. Do $pic¢ky byly pfidany 4 pl matrice
anasledna eluce probihala pifimo na MALDI desticku. Analyza vzorkli probéhla
na hmotnostnim spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL, ktery analyzuje v pozitivnim modu
s rozliSovaci schopnosti 100000 (FWHM u m/z = 400).

3.5.2. Vyhodnoceni dat ziskanych hmotnostni spektrometrii

Z hmotnostniho spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL byla ziskdna hmotnostni
spektra. Pomér hmotnosti a naboje (m/z) nefosforylovaného substratu Biotin-Kemptide
odpovida hodnoté m/z 998,54. Fosforylovany substrat Biotin-Kemptide v pfitomnosti ATP-S
odpovidad hodnoté m/z 1094,48. Z hmotnostnich spekter byly odecteny relativni intenzity pikd,
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které odpovidaly nefosforylované a fosforylované formé substratu Biotin-Kemptide.
Z odectenych intenzit pikd byla vypoCtena procentudlni mira fosforylace substratu

Biotin-Kemptide v pfitomnosti ATP-S podle vztahu:

Mira fosforylace [%]

osforylovany substrat
fosfory 4 < 100

- fosforylovany substrat + nefosforylovany substrat
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Price navazuje na diplomovou praci Mgr. Michaely Sislerové (2022), ktera zavadéla
metodu elektrochemické detekce pro stanoveni aktivity proteinkindzy A. Hlavnim cilem
mé diplomové prace bylo ovéiit, zda zavedena metoda bude, v navrzeném usporadani,
pouzitelnd a vhodna pro stanoveni enzymové aktivity proteinkindzy A imobilizované
na vybrané magnetické castice a pro charakterizaci imobilizovaného enzymu z pohledu
kinetickych parametrti, tedy pro experimentalni stanoveni Michaelisovy konstanty (Kwm)
a mezné rychlosti (vmax). Cilem bylo porovnat imobilizovany a solubilni enzym.

Pro stanoveni aktivity proteinkinazy A byl pouzit nizkomolekularni substrat
Biotin-Kemptide  (aminokyselinovd  sekvence Biotin-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly),
u kter¢ho dochézi k fosforylaci na aminokyselin¢ serinu. Jako elektrochemicka detekéni
metoda byla pouzita square-wave katodickd rozpouStéci voltametrie s tiSt€énymi
tiielektrodovymi senzory DRP-C110 s uhlikovou pracovni elektrodou, DRP-110STR
s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou streptavidinem a SP-BDDE s borem
dopovanou diamantovou pracovni elektrodou. Metoda stanoveni aktivity enzymu, kterd je
zalozena na detekci zlatych nanocastic (AuNPs) zachycenych na substratu cilené
fosforylovaném proteinkindzou A. Navrzené uspofadani experimentu s vyuzitim detekcnich

nanocastic vychazi z prace Kerman, Kraatz et al. (2007) a je uvedeno na Obrazku 18.

ATP-S - -P-
BK B-K | -P-s
B-K -P-s
()

+

fAuCl]  Au’ B-K | -P-s

Proud/pA

SWCSV

——

0,1 M HC1

Potencial V’

. Magnetické ¢astice SeraMag v Magnetické ¢éstice Dynabeads se streptavidinem
Proteinkindza A O Zlaté nanocastice
m Substrat Biotin-Kemptide Adenosin 5"-[y-thio]trifosfat tetralithna stl
Obrazek 18: Schéma uspoiadani experimentu
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V prvnim kroku experimentu probéhne fosforylace substratu Biotin-Kemptide
proteinkindzou A imobilizovanou na vybranych magnetickych ¢ésticich nebo jeji solubilni
formou pro porovnani. Jako substrat byl zvolen nizkomolekuldrni peptidovy substrat
Biotin-Kemptide s aminokyselinovou sekvenci biotin-L-R-R-A-S-L-G a molekulovou
hmotnosti 998.19 Da. Biotin-Kemptide ma misto pro fosforylaci na hydroxylové skupiné
aminokyseliny serinu. Biotinylovany substrat byl zvolen ztoho divodu, aby mohl byt
fosforylovany produkt oddélen od reak¢ni smési pomoci specifické interakce se streptavidinem.
To je zajisténo pouzitim tisténym tiielektrodovych senzort s uhlikovou pracovni elektrodou
modifikovanou streptavidinem (DRP-110STR) nebo magnetickymi ¢asticemi modifikovanymi
strepavidinem Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1. Jako donor fosfatové skupiny je pouzit
ATP-S (adenosin 5’-[y-thio]trifosfat tetralithna stl), ten byl zvolen z toho divodu, aby bylo
mozné v poslednim kroku experimentu zachytit detekéni zlaté nanocastice vazbou na siru, ktera
se nachazi v molekule ATP-S. AuNPs spontann¢ reaguji s thiolovou skupinou fosfatové
skupiny pfenesené na substrat. Navazané AuNPs lze nasledné elektrochemicky detekovat
pomoci square-wave katodické rozpoustéci voltametrie (SWCSV).

Pro elektrochemickou detekei bylo zapottebi vybrat vhodné elektrody, vhodnou velikost
detekénich zlatych nanocastic a optimalizovat podminky pro detekci a reakéni podminky
enzymatické reakce. Nasledné bylo zkouSeno experimentalni stanoveni kinetickych parametrii
enzymové reakce pro solubilni a imobilizovanou formu enzymu a hodnotilo se, jestli bude
metoda vhodna a efektivni.

Pro ovéfeni detekce fosforylace peptidového substratu solubilni a imobilizovanou
proteinkindzou A elektrochemickou metodou square-wave voltametrie byly vzorky také
analyzovany na hmotnostnim spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL. Hmotnostni
spektrometrie se standardn€ pouZzivd, nebot je mozné detekovat fosforylovany

nizkomolekuldrni substrat enzymu a rozlisit jej od nefosforylované formy.

4.1. Elektrochemicka detekce zlatych nanocastic na vybranych tiSténych

trielektrodovych senzorech

Pro elektrochemickou detekci zlatych nanocastic byly pouzity tfi typy tisténych
tiielektrodovych senzorti: DRP-C110 (Metrohm DropSens, Svycarsko) s uhlikovou pracovni
elektrodou, argentchloridovou referentni elektrodou a pomocnou uhlikovou elektrodou. Déle
DRP-110STR  (Metrohm DropSens, Svycarsko) s uhlikovou pracovni elektrodou
modifikovanou streptavidinem, argentchloridovou referentni elektrodou a pomocnou

uhlikovou elektrodou a SP-BDDE s borem dopovanou diamantovou pracovni elektrodou,
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argentchloridovou referentni elektrodou a pomocnou diamantovou elektrodou (Ustav fotoniky
a elektroniky, Slovenska technicka Univerzita v Bratislavé, Slovensko). Tistény tiielektrodovy
senzor s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou streptavidinem (DRP-110STR) byl
zvolen zdavodu specifické interakce s biotinylovanym substratem biotin-streptavidin.
Pro préci byla pouzita elektrochemickd metoda square-wave katodické rozpoustéci voltametrie
pro detekci zlatych nanocastic (AuNPs), resp. komplexu zlatych ionti po rozpuSténi AuNPs
v kyselém prostiedi.

Podminky zavedené v ptedchozi praci, byly pouzity pro prvni testy elektrod a zlatych
nanocastic uvedenych v této kapitole 4.1. Pro dal$i praci musely byt podminky optimalizovany
pro ziskani lepSich vysledkidl s ndmi zvolenymi elektrodami. Ménily se pivodni podminky
depozi¢niho potencidlu a depozi¢niho casu. Nejvhodnéj$i optimalizované podminky jsou
uvedeny v kapitole 3.4.1.

Detekce zlatych nanocéstic je zalozena na monitorovani signdlu tetrachlorzlatitych
iontl, které vzniknou pusobenim kyseliny chlorovodikové (0,1 M HCI). Jako signal je
odecitana proudova odezva pii potencidlu odpovidajicimu maximu piku (+0,35 V).

Nejprve byla analyzovana rliznd mnozstvi nanocastic o velikosti 20 nm, kde s rostoucim
mnozstvim ¢astic bylo dosazeno vyssi proudové odezvy (pro 10 pl -4,79 pA a20 pl -11,32 pA).
Vysledky métfené na elektrodach DRP-C110 s uhlikovou pracovni elektrodou jsou zobrazeny

v Grafu 1.

-10 A

Proud/pA

-15 A

20 1 —— PBS Zakladni

linie
=10 pl AuNPs

-25

0,00 0.20 0,40 0,60 0,80 1.00

Potencial/'V

e=7() pul AuNPs

Graf 1: Square-wave voltamogram 20 nm AuNPs (10 a 20 pl) na tisténych tiielektrodovych
senzorech DRP-C110
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U elektrody DRP-110STR s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou
streptavidinem (Graf 2) a u elektrody SP-BDDE s borem dopovanou diamantovou pracovni
elektrodou (Graf 3) nebyl zaznamenan charakteristicky pik. Charakteristicky pik nebyl
detekovan ani pii opakovaném méieni. Elektrody DRP-110STR nejsou pro tuto detekci vhodné.
Mohlo to byt zptsobeno i tim, ze elektrody byly po expiraci uvedené vyrobcem. Z dal§iho
testovani byly vyfazeny a hledaly se alternativni moznosti izolace biotinylovaného substratu,
jako je izolace fosforylovaného substratu pomoci magnetickych castic modifikovanych
streptavidinem. Pro elektrody SP-BDDE jsme mély informaci od vyrobce, Ze zlaté nanocastice

na nich Ize stanovit. Proto jsme u téchto elektrod pfistoupili k optimalizaci detekénich

podminek.
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Graf 2: Square-wave voltamogram 20 nm AuNPs (10 ul) na tisténych trielektrodovych
senzorech DRP-110STR
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Graf 3: Square-wave voltamogram 20 nm AuNPs (20 ul) na tisténych tiielektrodovych
senzorech SP-BDDE
4.2. Optimalizace podminek elektrochemické detekce zlatych nanocastic

Pro experimenty byly vybrany zlaté nanoc¢astice (AuNPs) riznych velikosti (5, 10, 20,
30 a 50 nm). Vybrané zlaté nanocastice byly nejdfive testovany pomoci cyklické voltametrie.
Cyklick4 voltametrie se pfi optimalizaci pouzivala, aby byly ziskdny informace o celém
prabéhu elektrodového déje oxidace-redukce.

Méteni probihalo za podminek wuvedenych v kapitole 3.4.1. na tiSténych
tiielektrodovych senzorech DRP-C110 s uhlikovou pracovni elektrodou a SP-BDDE s borem
dopovanou diamantovou pracovni elektrodou. Postup méfeni detekénich zlatych nanocéstic je
uveden v kapitole 3.4.2. Proudova odezva odecitana pii potencialu odpovidajicimu maximu

piku (+0,35 V).
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Pik mél charakteristicky tvar u AuNPs o velikosti 5, 10 a 20 nm na elektrodach
DRP-C110 s uhlikovou pracovni elektrodou. Vysledky jsou zobrazeny v Grafu 4 a proudové

odezvy v Tabulce 4.

Proud/pA

= AuNPs 5 nm
= AUNPs 10 nm

= AUNPs 20 nm
-40 ) ' ! ' " e AuNPs 30 nm
0.00 0,20 0,40 0.60 0,80 1.00
‘s — 5
Potencial/’V AuNPs 50 nm

Graf 4: Cyklicky voltamogram AuNPs riaznych velikosti na tiSténych tiielektrodovych
senzorech DRP-C110

Tabulka 4: Naméiené proudové odezvy AuNPs riznych velikosti méienych na DRP-C110
elektrodach cyklicka voltametrie

AuNPs E/V I/pA
5 nm 0,25 -7,92
10 nm 0,25 -7,61
20 nm 0,25 -7,27
30 nm 0,25 -5,25
50 nm 0,25 -4,30
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Pik mél charakteristicky tvar u AuNPs o velikosti 5, 10 a 20 nm na elektrodach
SP-BDDE s borem dopovanou diamantovou pracovni elektrodou. Vysledky jsou zobrazeny

v Grafu 5 a proudové odezvy v Tabulce 5.

0.3 -
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= AUNPs 5 nm

= AuNPs 10 nm
= AUNPs 20 nm

—— AuNPs 30 nm
0,00 0,20 0.40 0.60 0,80 .00 —— AuNPs 50 nm

Potencial/V

Graf 5: Cyklicky voltamogram AuNPs ruznych velikosti na tiSténych tiielektrodovych
senzorech SP-BDDE

Tabulka 5: Naméiené proudové odezvy AuNPs riznych velikosti méienych na SP-BDDE
elektrodach cyklicka voltametrie

AuNPs E/V I/pA
5 nm 0,33 -0,16
10 nm 0,35 -0,08
20 nm 0,35 -0,13
30 nm 0,33 -0,05
50 nm 0,35 -0,04
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V dalSich experimentech byly pro méfeni square-wave voltametrii optimalizovany
podminky detekce. Ménily se pivodni podminky depozi¢niho ¢asu (t = 180 s) pro tisténé
tiielektrodové senzory DRP-C110 s uhlikovou pracovni elektrodou. Pro tisténé tiielektrodové
senzory SP-BDDE s borem dopovanou diamantovou pracovni elektrodou se ménily ptivodni
podminky depozi¢niho potencidlu (E = 1,2) a depozi¢niho ¢asu (t= 180 s). Finalni
optimalizované podminky pro DRP-C110 a SP-BDDE jsou uvedeny v kapitole 3.4.1.

Pro optimalizaci depozi¢niho  potencialu  byly  testovany  hodnoty
od 0,6 do 1,6 V na tisténych tfielektrodovych senzorech SP-BDDE. Nejvyssi proudova odezva
(-1,47 pA) byla pti depozicnim potencialu 1,5 V (viz Graf 6). Z toho diivodu byl zvolen jako
optimalni pro dalsi méfeni.

depozi¢ni potencial (V)
0.6 0.9 1
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0 .
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147 -1.44

-16
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Graf 6: Optimalizace depozic¢niho potencidlu pro méieni AuNPs square-wave voltametrii na
tisténych tiielektrodovych senzorech SP-BDDE
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Pro optimalizaci frekvence byly testovany hodnoty od 10 do 40 Hz (viz Graf 7)
na tiSténych ttielektrodovych senzorech SP-BDDE. Nejvyssi proudova odezva (-0,38 pA) byla
pii frekvenci 25 Hz. Pfi vysSich hodnotach frekvence nebyl detekovan charakteristicky pik.

10 »s Irekvence (Hz) 5, 0

0
0 0
-0.05

-0,07

-0.1

-0,15

proud (pA)

-0.25

-0,3

-0.35

-0.4 -0,38

Graf 7: Optimalizace frekvence pro méieni AuNPs square-wave voltametrii na tisténych
tiielektrodovych senzorech SP-BDDE

Pro optimalizaci depozi¢niho €asu byly testovany hodnoty od 60 do 180 s (viz Graf 8)
na tisténych tiielektrodovych senzorech SP-BDDE. Nejvyssi proudova odezva (-0,31 pA) byla
u depozi¢niho ¢asu 80 s.
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Graf 8: Optimalizace depozi¢niho casu pro méreni AuNPs square-wave voltametrii na
tisténych tiielektrodovych senzorech SP-BDDE

55



Nasledn¢ byly za optimalizovanych podminek zméfeny AuNPs rtznych velikosti
square-wave voltametrii na SP-BDDE a DRP-C110 elektrodach a porovnany s ptivodnimi
(Graf 9 a 10). Nejvyssi proudova odezva byla u AuNPs o velikosti 20 nm (-10,64 pA)
pro DRP-C110 elektrody (Tabulka 6). Pro SP-BDDE elektrody byla nejvyssi proudova odezva
u AuNPs o velikosti 5 nm (-1,47 pA) oproti AuNPs o velikosti 20 nm (-0,08 pA).

Po vyhodnoceni naméfenych hodnot se vybiraly vhodné zlaté nanocastice pro dalsi analyzu.
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Potencial/'V

Graf 9: Square-wave voltamogram AuNPs riznych velikosti na tisténych tiielektrodovych
senzorech DRP-C110

Tabulka 6: Naméiené proudové odezvy AuNPs riuznych velikosti méi‘enych na DRP-C110
elektrodach SWCSV

AuNPs E/V I/uA
5 nm 0,30 -6,65
10 nm 0,30 -7,53
20 nm 0,29 -10,64
30 nm 0,28 -10,54
50 nm 0,28 -10,19
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Graf 10: Square-wave voltamogram AuNPs riiznych velikosti na tisténych ti'ielektrodovych
senzorech SP-BDDE

Nésledné byly za optimalizovanych podminek zméfeny vybrané AuNPs o velikosti
5 a 20 nm pro potvrzeni na elektrodach DRP-C110. Nejvyssi proudova odezva byla u AuNPs
o velikosti 20 nm (-6,26 pA) oproti AuNPs o velikosti 5 nm (-4,73 pA) na elektrodach
DRP-C110 s uhlikovou pracovni elektrodou. Vysledky jsou zobrazeny v Grafu 11. Findlni

optimalizované podminky jsou uvedeny v kapitole 3.4.1.
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Graf 11: Square-wave voltamogram za optimalizovanych podminek na tiSténych
tiielektrodovych senzorech DRP-C110
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Za optimalizovanych podminek byly zméteny vybrané AuNPs o velikosti 5 a 20 nm
na elektrodach SP-BDDE pro potvrzeni. Nejvyssi proudova odezva byla u AuNPs o velikosti
5nm (-2,81 pA) oproti AuNPs o velikosti 20 nm (-1,36 pA) na elektrodach SP-BDDE s borem
dopovanou diamantovou pracovni elektrodou. Vysledky jsou zobrazeny v Grafu 12. Finalni

optimalizované podminky jsou uvedeny v kapitole 3.4.1.

-0.5 1

-1.5 1

Proud/pA
2

-4 r r . . . ; : = AuNPs 5 nm
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 AuNPs 20 nm

Potencial/’V

Graf 12: Square-wave voltamogram za optimalizovanych podminek na tiSténych
tiielektrodovych senzorech SP-BDDE

Na zéklad¢é vySe uvedenych vysledk byly vybrany pro dal§i experimenty Castice

AuNPs o velikosti 20 nm a elektrody DRP-C110.

4.3. Ovéreni fosforylace substratu solubilni a imobilizovanou kinizou
Vzhledem k zavadéni metody elektrochemické detekce bylo nezbytné pouzit
i standardni konfirmacni metodu, ktera potvrdila, Ze pouZivany enzym proteinkindza A
(aktivita> 8 000 000 U/mg, Biaffin GmbH & Co K@, Kassel, Némecko) u¢inn¢ fosforyluje
substrat. Pro standardni systém vyuzivajici substrat Kemptide a ATP je fosforylace Gi¢inna, jak
bylo potvrzeno ve studii Hromadkova et al. (2018) pro solubilni i imobilizovany enzym.
V mé diplomové praci byl vyuzivan pro elektrochemickou detekci substrat Biotin-Kemptide
(o sekvenci biotin-LRRASLG, Abbexa Ltd, Cambridge, UK) a ATP-S (Sigma-Aldrich
CHEMIE GmbH, Steinheim, Némecko), proto bylo nutné potvrdit, Ze k fosforylaci dochazi

1stémito reagenciemi. Jako standardni konfirmac¢ni metoda byla pouzita hmotnostni
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spektrometrie MALDI/MS. Bylo potvrzeno, Ze je fosforylace substratu Biotin-Kemptide G¢inna

a byla stanovena mira fosforylace substratu.

4.3.1. Ovéreni fosforylace substratu solubilni kindzou pomoci MALDI/MS

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.1. byla provedena fosforylace peptidového
substratu solubilni proteinkinazou A v 5 riznych reakénich smésich. V reakénich smésich
se ménilo mnoZzstvi enzymu proteinkindzy A, substratu Biotin-Kemptide a koenzymu ATP-S.
Kombinace mnozstvi jednotlivych slozek v reakénich smésich jsou uvedeny v Tabulce 7.
Fosforylace vzorkt probihala 1, 3 a 20 hodin.

Pted analyzou vzorkli hmotnostni spektrometrii bylo nutné vzorky odsolit
na mikrokolonkach pInénych POROS OLIGO™ R3 reverzni fazi postupem uvedenym
v kapitole 3.5.1. Jako matrice byla pouzita kyselina 2,5-dihydroxybenzoova. Analyza vzorki
probéhla na hmotnostnim spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA) v pozitivnim modu s rozliSovaci schopnosti 100000 (FWHM
um/z=400). Analyza byla provedena Mgr. Ondfejem Moravkem a byly mi poskytnuty
vysledky.

Ziskana hmotnostni spektra byla vyhodnocena podle kapitoly 3.5.2. Mira fosforylace
substratu byla vypocitdna podle vztahu uvedeného v kapitole 3.5.2. V hmotnostnich spektrech
byly odecteny relativni intenzity pikd a sledovan posun m/z odpovidajici nefosforylované
a fosforylované formé substratu Biotin-Kemptide.

U fosforylované formy dojde v pfitomnosti ATP-S k ptirstku m/z + 96, vlivem siry
ptitomné v molekule ATP-S (hmota odpovidda HPSO,). Proto je pii pouziti Biotin-Kemptide
pozorovan posun z m/z 998,54 (nefosforylovany substrat) na hodnotu m/z 1094,48 (HPSO»)
v ptitomnosti ATP-S (fosforylovany substrat).
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V hmotnostnim spektru (viz Graf 13) reak¢ni smési 2 se zvySenym mnozstvim substratu
15 pg. lze vidét narist miry fosforylace substratu Biotin-Kemptide. Po 1 hodin¢ byla mira
fosforylace 79,4 %, po 3 hodinach doslo k mirnému zvysSeni miry fosforylace na 82,5 %
a po 20 hodinach doslo k mirnému poklesu miry fosforylace na 76,7 %. Reakéni smés 2 dosdhla
ze vSech reakcnich smési nejvyssi miry fosforylace, a to po 3 hodinach inkubace. Hodnoceny

pik m/z 998,54 patii nefosforylovanému substratu a pik m/z 1094,48 patii fosforylovanému

substratu.
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Graf 13: Hmotnostni spektrum fosforylace substrdtu solubilni PKA v ¢ase MALDI/MS

Ve spektru (viz Graf 14) je vidét, Ze mira fosforylace substratu Biotin-Kemptide
v ptitomnosti ATP-S se uz po 1 hodiné pohybovala u 5 riznych reakcnich smési od 75 — 82,2 %,
poté uz nedochézelo k vyznamnému zvySeni miry fosforylace. Po 1 hodin€ byla nejvyssi mira
fosforylace 82,2 % pro reakéni smés 5 s nejvyssi koncentraci ATP-S 0,75 mM. Po 3 hodinach
doslo uz jen k mirnému zvySeni miry fosforylace u reakéni smési 14 (78 — 82,5 %) a naopak
k mirnému poklesu fosforylace u reakcni smeési 5 (76 %). Po 20 hodinach doslo jen k mirnému
poklesu miry fosforylace, ale hodnoty byly stale vysoké (73—79 %). Hodnoty jsou uvedeny
v Tabulce 7.
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Graf 14: Porovndni miry fosforylace 5 riznych reakénich smési s riiznym mnozstvim
solubilni PKA, Biotin-Kemptide a ATP-S MALDI/MS

Tabulka 7: Porovndni miry fosforylace 5 riiznych reakcnich smési se solubilni PKA

Mira fosforylace (%)

PKA | Biotin-Kemptide | ATP-S %

gl [ngl [mM] polh [po3h po 20 h | primér
0,68 10 0,5 reakéni smes 1 77,7 82,0 73,6 77,8
0,68 15 0,5 reak¢ni smeés 2 79,4 82,5 76,7 79,5
0,68 7.5 0,5 reak¢éni smes 3 75,0 78.0 73,0 75,3
0,75 10 0,5 reakéni smés 4 75,0 79,9 78,6 77,8
0,68 10 0,75 reakéni smés 5 82,2 76,0 79,0 79,1

Z vysledkt vyplyva, Ze solubilni proteinkinaza A je ucinna pro fosforylaci substratu
Biotin-Kemptide. Doba fosforylace 1 hodina je dostacujici pro vysokou troven fosforylace.
Celkové nejvyssi miru fosforylace dosahla po 3 hodinach reakéni smés 2 se zvySenym

mnozstvim substratu 15 pg. Toto mnoZstvi substratu bylo vybrano pro dalsi experimenty.
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4.3.2. Imobilizace Proteinkinazy A

Dalsim cilem experimentalni Casti prace byla imobilizace enzymu proteinkindzy A,
a také zhodnoceni aktivity solubilni a imobilizované formy enzymu. Pro enzym byla vybrana
imobilizace kovalentni vazbou na magnetické Castice karboxylovymi funkénimi skupinami.
Postup imobilizace je popsan v kapitole 3.2. Mezi vyhody imobilizace enzymu patii vyssi
stabilita, zlepSeni aktivity, moznost opakovaného pouziti a kontrolovana fosforylace proteina
v in vitro proteomickych studii.

Obvykle se tc¢innost imobilizace enzymu hodnoti metodou SDS-PAGE elektroforézy
(elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného), ale vzhledem
k nizkému mnozstvi proteinkindzy A, které je pouzivané pro imobilizaci, konkrétné
6 ng/1,2 mg cCastic, to neni dostatecné citlivd metoda. Z toho divodu byla odebrana vazebna
frakce po imobilizaci proteinkindzy A na magnetické Castice. Vazebnd frakce byla
zakoncentrovana na objem cca 10 pl ve vakuovém koncentratoru a nasledné byla provedena
fosforylace substratu. Vzorek vazebné frakce byl analyzovan hmotnostni spektrometrii MALDI
LTQ Orbitrap XL v pozitivnim mddu s rozliSovaci schopnosti 100000 (FWHM u m/z = 400),
stejn€ jako vSechny ostatni vzorky. Mira fosforylace u vazebné frakce byla zjiSténa 3,4 %,
ve frakci tedy byla zbytkova aktivita proteinkinazy A, kterd se nenavazala na magnetické

Castice.
4.3.3. Ovéreni fosforylace substratu imobilizovanou kinazou pomoci MALDI/MS

Pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI/MS byla ve dvou métenich stanovena mira
fosforylace nizkomolekularniho substratu Biotin-Kemptide imobilizovanou proteinkindzou A.
Postup imobilizace proteinkinazy A je uveden v kapitole 3.2.

Pro prvni méfeni byla fosforylace provedena imobilizovanou proteinkindzou A podle
postupu uvedeného v kapitole 3.3.2. Imobilizovand PKA na magnetickych casticich Sera-Mag
Double SpeedBeads s karboxylovou funkéni skupinou (Seradyn Inc., Indianapolis, Indiana,
USA) v mnozstvi ¢astic odpovidajici mnozstvi enzymu 2 pg byla smichadna do reakéni smési
s 10 pg substratu Biotin-Kemptide a 0,5 mM ATP-S. Fosforylace vzorkl probihala 1, 3 a 20
hodin.

Ziskana hmotnostni spektra byla vyhodnocena podle kapitoly 3.5.2. V hmotnostnich
spektrech byly odecteny relativni intenzity pikli a sledovan posun m/z odpovidajici

nefosforylované a fosforylované form¢ substratu Biotin-Kemptide.
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V hmotnostnim spektru (viz Graf 15) lze vidét postupny nartist miry fosforylace
substratu Biotin-Kemptide. Mira fosforylace se v pribehu ¢asu zdvojnasobovala. Hodnoceny

pik m/z 998,54 patii nefosforylovanému substratu a pik m/z 1094,48 patii fosforylovanému

substratu.
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4 1h
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501 Biotin-LRRASLG +P-S
= B%otin-LRRASLG 1094.48
§ 0 . 1 1078.50 L NL: 1.59E6
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Graf 15: Hmotnostni spektrum fosforylace substrdatu Biotin-Kemptide imobilizovanou PKA
s ATP-S'v ¢ase MALDI/MS
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Na Grafu 16 je patrna zvysujici se mira fosforylace substratu Biotin-Kemptide
v ptitomnosti ATP-S v priibéhu casu. Po 1 hodin¢ inkubace byla mira fosforylace substratu
18,6 %. Po uplynuti 3 hodin se mira fosforylace substratu zvysila na 44,1 %. Nasledné
po 20 hodinach dosahovala mira fosforylace peptidového substratu Biotin-Kemptide 76,2 %.
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Graf 16: Porovnani miry fosforylace substratu Biotin-Kemptide imobilizovanou PKA
s ATP-S v ¢ase MALDI/MS

Z vysledkii vyplyva, Ze proteinkindza A imobilizovand na magnetickych ¢asticich
Sera-Mag Double SpeedBeads s karboxylovymi funkénimi skupinami je u¢inna pro fosforylaci
substratu Biotin-Kemptide. Nejvyssi uroven fosforylace méla doba fosforylace 20 hodin.
Pro elektrochemickou detekci jsme chtéli vyuzit dobu fosforylace kratSi nez 20 hodin, z toho
divodu byla vyzkouSena fosforylace 5 hodin a upraveny poméry substratu Biotin-Kemptide
a ATP-S.

Pfi druhém méfeni probchla fosforylace peptidového substratu imobilizovanou
proteinkindzou A opét podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.2. Imobilizovana PKA
na magnetickych casticich Sera-Mag Double SpeedBeads s karboxylovou funkéni skupinou
(Seradyn Inc., Indianapolis, Indiana, USA) v mnoZstvi ¢astic odpovidajici mnozstvi enzymu
1,5 pg byla smichdna do 4 riznych reakénich smési se substraitem Biotin-Kemptide
a koenzymem ATP-S. V reakénich smésich se ménilo mnozstvi substratu a ATP-S, jejich

kombinace jsou uvedeny v Tabulce 8. Fosforylace probihala 5 hodin.
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Na Grafu 17 je vidét, ze mira fosforylace substratu Biotin-Kemptide v pfitomnosti
ATP-S se pifi dobé fosforylace 5 hodin pohybovala u 4 riznych reakénich smési okolo
59-65,8 %. Mira fosforylace substratu byla u v§ech ¢tyfech reakénich smési podobna. Nejvyssi
miru fosforylace méla reakéni smés 2 (65,8 %), kde bylo 15 pg substratu Biotin-Kemptide
a 0,75 mM ATP-S.
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Graf 17: Porovnani miry fosforylace riiznych reakcnich smési substrdtu Biotin-Kemptide
s ATP-S a imobilizovanou PKA MALDI/MS

Tabulka 8: Porovndni miry fosforylace riiznych reakcénich smési s imobilizovanou PKA

ATP-S Mira fosforylace
PKA [pg] |Biotin-Kemptide [pg] | [mM] po S hod (%)
1,5 15 0,5 reakéni smés 1 64,9
1,5 15 0,75 reak¢ni smes 2 65,8
1,5 10 0,5 reakéni smés 3 59,0
1,5 10 0,75 reak¢ni smés 4 64,4

Z vysledkl je patrné, ze proteinkindza A imobilizovand na magnetickych casticich
Sera-Mag Double SpeedBeads s karboxylovymi funkénimi skupinami je opét Uc€inna
pro fosforylaci substratu Biotin-Kemptide. Doba fosforylace 5 hodin byla pro dalsi

experimenty zvolena jako dostatecnd, ptestoze delsi doba vede k nartistu urovné fosforylace.
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4.4. Stanoveni aktivity Proteinkinazy A elektrochemicky

Pro stanoveni aktivity solubilni a imobilizované proteinkinazy A elektrochemicky byly
vyzkouSeny dva postupy izolace fosforylovaného substratu pomoci magnetickych c¢astic
modifikovanych streptavidinem. Pii prvnim se nejdiive vazou AuNPs v citraitovém pufru
na fosforylovany substrat Biotin-Kemptide. Poté dochdzi k vazbé na magnetické Céstice
Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1, kdy se na sebe navaze streptavidin-biotin. Druhym
postupem se nejdiive vaze fosforylovany substrat Biotin-Kemptide na magnetické Castice
se streptavidinem Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1. Nésledné byly na fosforylovany
substrat Biotin-Kemptide navazany AuNPs v citratovém pufru. Oba Postupy jsou popsany
v kapitole 3.4.3.

Pro méfeni byly vybrany magnetické ¢astice modifikované streptavidinem Dynabeads™
MyOne™ Streptavidin C1 (o velikosti 1 pm, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Baltics UAB
Vilnius, Litva) a Dynabeads® M-270 Streptavidin (o velikosti 2,7 pm, Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Baltics UAB Vilnius, Litva). Fosforylace peptidového substratu
proteinkindzou A byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole 3.3. s dobou fosforylace

1 a 5 hodin. Bylo pouzito mnozstvi 1 pg solubilni PKA pro fosforyla¢ni reakcei.
4.4.1. Kalibrace solubilni proteinkinazy A elektrochemickou detekci

Pro kalibraci elektrochemické detekce a stanoveni aktivity proteinkindzy A se zméfila
kalibra¢ni fada raznych koncentraci enzymu. Analyza byla dvakrat zopakovana a vysledné
hodnoty byly zprimérovany. Kalibra¢ni zavislost proudové odezvy PKA na jednotkach aktivity
PKA je vynesena v Grafu 16. Fosforylace peptidového substratu Biotin-Kemptide
v ptitomnosti ATP-S byla provedena podle postupu v kapitole 3.3.1. s dobou fosforylace
1 hodina. M¢feni kalibrace probihalo podle prvniho postupu popsaného v kapitole 3.4.3.
Kalibraéni zavislost solubilni PKA byla v rozmezi 0-24000 U enzymu. K enzymu bylo vzdy
pfidano 15 pg substratu Biotin-Kemptide a 0,5 mM ATP-S. I kdyZ se analyza opakovala
dvakrat, nebyly ziskany vysledky, ze kterych by §la sestrojit kalibra¢ni kiivka. Trend kalibracni

kiivky by mél byt klesajici, protoze proudové odezvy jsou zaporné (viz Graf 18).
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Graf 18: Kalibrace solubilni proteinkinazy A mérend elektrochemicky square-wave
voltametrii

4.5. Stanoveni kinetickych parametri enzymové reakce — solubilni a

imobilizovana Kinazy

Pro stanoveni kinetickych parametrti solubilni a imobilizované proteinkindzy A
elektrochemicky byl pro izolaci fosforylovaného substratu pomoci magnetickych castic
modifikovanych streptavidinem pouzit prvni postup popsany v kapitole 3.4.3. Fosforylace
peptidového substratu proteinkindzou A byla provedena podle postupu uvedeného
v kapitole 3.3.1. pro solubilni enzym a v kapitole 3.3.2. pro imobilizovany enzym s dobou

fosforylace 1 a 5 hodin.

Jednim z cild mé diplomové prace byla snaha o charakterizaci imobilizované
proteinkindzy A zpohledu kinetickych parametri, tedy pro experimentalni stanoveni
Michaelisovy konstanty (Kwm) a mezné rychlosti (vmax). Cilem bylo porovnat imobilizovany
a solubilni enzym.

Trend kiivek kinetickych parametr pro solubilni a imobilizovanou proteinkinazu A
nebylo mozZné vyhodnotit (viz Graf 19 a 20). Vtomto uspofadani se nepodafilo
elektrochemicky kinetické parametry stanovit. V odbornych studiich jsou 1 dalsi pfistupy
pro stanoveni kinetickych parametri napt. Kerman, Chikae et al. (2007). V dalsi praci se proto
budou zkouset dal§i moznosti uspotadani, ptipadné stejné uspotadani, ale s ipravou parametrti

a podminek fosforylace.
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Graf 19: Kinetické parametry solubilni proteinkinazy A méiené elektrochemicky
square-wave voltametrii
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Graf 20: Kinetické parametry imobilizované proteinkinazy A méiené elektrochemicky
square-wave voltametrii
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5 ZAVER

Pro elektrochemickou detekci zlatych nanocastic byly pouzity tfi typy tisténych
tiielektrodovych senzorti: DRP-C110 (Metrohm DropSens, Svycarsko), SP-BDDE (Ustav
fotoniky a elektroniky, Slovenskd technicka Univerzita v Bratislavé, Slovensko)
a DRP-110STR (Metrohm DropSens, Svycarsko). Elektroda DRP-110STR byla zvolena
z diivodu specifické interakce s biotinylovanym substratem biotin-streptavidin, ale nakonec
nebyla pro tuto detekci vhodna. Z dalsiho testovani byla vyfazena a byly hledany se alternativni
moznosti izolace biotinylovaného substratu, jako je izolace fosforylovaného substratu pomoci
magnetickych ¢astic modifikovanych streptavidinem. Podminky zavedené v pfedchozi praci,
byly pouzity pro prvni testy elektrod a zlatych nanocastic. Pro dalsi praci byly podminky
optimalizovany pro ziskani lepSich vysledki. Za optimalizovanych podminek square-wave
katodické rozpoustéci voltametrie (SWCSV) mély nejvyssi proudovou odezvu AuNPs o
velikosti 5 nm na elektrodach SP-BDDE. Na elektrodach DRP-C110 mély nejvyssi proudovou
odezvu AuNPs o velikosti 20 nm. Pro dalsi experimenty byla vybrany ¢astice AuNPs o velikosti
20 nm a elektrody DRP-C110.

Vzhledem k zavadéni metody elektrochemické detekce byla pouzita i standardni
konfirmacni metoda, ktera potvrdila, Ze pouzivany enzym proteinkindza A ucinné fosforyloval
substrat Biotin-Kemptide v pfitomnosti ATP-S. Fosforylace substratu Biotin-Kemptide byla
ucinnd a byla stanovena mira fosforylace substratu. Doba fosforylace substratu 1 hodina
pro solubilni proteinkinazu A byla dostacujici pro dalsi analyzy. Proteinkindza A imobilizovana
na magnetickych casticich Sera-Mag Double SpeedBeads s karboxylovymi funkénimi
skupinami byla také ucinna pro fosforylaci substratu Biotin-Kemptide. U imobilizované
proteinkindzy A byla jako nejvhodné;si doba fosforylace substratu stanovena 5 hodin pro dalsi
experimenty.

Metodou elektrochemické detekce a izolaci fosforylovaného substratu pomoci
magnetickych ¢astic modifikovanych streptavidinem byly stanovovany kinetické parametry
a kalibra¢ni kiivka. I kdyZ se analyza opakovala dvakrat, nebyly ziskany vysledky, ze kterych
by Sla sestrojit kalibracni kifivka. Trend kiivek kinetickych parametri pro solubilni
a imobilizovanou proteinkindzu A nebylo mozné vyhodnotit. V tomto uspotfadani se nepodafilo
elektrochemicky kinetické parametry stanovit. V odbornych studiich jsou i dalsi ptistupy
pro stanoveni kinetickych parametri napt. Kerman, Chikae et al. (2007). V dalsi praci se proto
budou zkouset dal§i moznosti uspotadani, ptipadné stejné uspotadani, ale s ipravou parametri

a podminek fosforylace.
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