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Proteolytické enzymy imobilizované na magnetické nosice prinesly vyhody rychlé separace ¢astic
s enzymem ze sloZitych smési proteind, uchovani dlouhodobé proteolytické aktivity enzymu,
nulovou kontaminaci analyzovaného proteinu enzymem a mozné pouziti vyssi koncentrace
proteolytického enzymu soucasné se zkracenim cCasu. V praci byl vyvinut imobilizovany hovézi
trypsin na superparamagnetickych ¢dsticich a fixovan silnym magnetickym polem v kanalku
mikrofluidniho zafizeni. U systému, ktery je oznacovan jako imobilizovany enzymovy reaktor
(IMER), byla sledovana enzymova aktivita a Michaelis — Mentenové kinetické konstanty.
Usporadani magnetickych ¢astic do mikrokolonek paralelnich ke sméru pritoku roztoku
substratu umoznilo vysokou ucinnost proteolytického systému IMER. Pomoci IMER s trypsinem
byl proteolyticky Stépen somatotropin, a nasledna proteinova analyza hmotnostni spektrometrii
dosahla pfi shodném parametru ,sequence coverage” (ptiblizné 44%) s béznym vsadkovym
usporadanim zkraceni ¢asu proteolyzy ze 4 hodin na 10 minut. Vyznam prace spada do
priakopnického obdobi vyzkumu v oblasti mikrofluidnich systém{ s fixovanymi magnetickymi
reaktory (IMER). Prace je dodnes citovana.
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Prace navazala na pfedchozi vyzkumné aktivity a pouzitim magnetickych ¢astic jako nosicl
proteinkindz ERK2 a GSK-3B. Pro obé kinazy byly vybrany rizné zplsoby kovalentnich vazeb
k magnetickym nosi¢lim, tzv. orientovana a neorientovana vazba. Zatimco pfti orientované vazbé
se dba na prostorovou orientaci aktivniho mista proteinkinazy v pfistupu k substratu, u
neorientované vazby se jedna o nahodnou vazbu pfes aminové zbytky v polypeptidovém Fetézci
kinazy. Ddrazem prace byla priprava aktivnich imobilizovanych kinaz. U imobilizovanych
proteinkinaz byla nejprve potvrzena kindzova aktivita pomoci peptidovych substratli a metody
MALDI-LTQ Orbitrap hmotnostni spektrometrie. Obé kinazy byly ve své dobé studovany
v souvislosti se studiem patologické fosforylace tau proteinu Alzheimerovy choroby, a zde byly
pouzity pro pripravu fosforylovaného rekombinantniho tau proteinu v podminkach in vitro.
Vyznam prace spociva predevsim v prlikazu navrzenych a realizovanych fosforylaci in vitro
imobilizovanymi kindzami, v nulové kontaminaci fosforylovaného rekombinantniho proteinu
proteinkindzami a v metodice prokazujici konkrétni fosforylovand mista u modelového proteinu.
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Prace navazala na ziskané znalosti autor( s imobilizaci proteolytickych enzym( na pevné nosice a
jejich vlastnosti byly pouzity k imobilizaci trypsinu na biokompatibilni nanovlakennou membranu
z chitosanu. Cilem prace byla ptiprava aktivni membrany vhodné pro aplikaci v tzv. enzymovém
debridementu rany. Chitosanovy materidl byl vybran s ohledem na dfive prokdzany pozitivni
efekt na hojeni ran. Vazba trypsinu na chitosan byla optimalizovana s ohledem na aktivni funkéni
skupiny chitosanového nosice a dlouhodobou skladovaci stabilitu trypsinu. Studii doplnily
potiebné testy cytotoxicity s burikami Hela, a testy kozni drazdivosti a senzitizace prokazujici
vybornou biokompatibilitu a nedrazdivost pripraveného aktivniho materialu.
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