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A. KOMENTAR K SOUBORU PUBLIKACI
Uvod — Vyvoj, studium a vyuziti imobilizovanych enzym a bioafinitnich nosiéd

Enzymy jsou bioaktivni latky, nedilnd a nezbytna soucast vsech bunék a Zivych organism( ve vSech
vyvojovych stadiich. Jednd se o proteiny s biologickou aktivitou, schopnosti katalyzovat pfemény
substratl na latky jiné. Jsou také oznacované jako metabolické proteiny organismu. Jejich vlastnosti,
vysoka katalyticka ucinnost, znacna reakéni a substratova specifiénost a obvykle velmi mirné podminky

pro katalyzu (37 °C, pH pfiblizné 7) je mozné vyuZit i mimo organismus a jejich prirozené prostredi.

Enzymy jsou rozdéleny do 6 tfid, podle typu katalyzované reakce — na oxidoreduktasy, transferasy,
hydrolasy, lyasy, isomerasy a ligasy. Jejich jedinecnosti je vysoka katalytickd ucinnost v poméru
s nizkou koncentraci a zkracenim casu potfebného pro katalyzovanou reakci. Enzymy jsou z téchto
dlvodu Siroce vyuZivany v mnozstvi katalyz v zakladnim biochemickém vyzkumu, v primyslu (katalyzy,
biotechnologie), ve vyrobé Iéku, diagnostickych reagencii, v biomediciné (diagnostika, substituce ve

formé biologické l1écby) (Sun et al. 2006, Zlateski et al. 2014, Mazurenko et al. 2020, Guo et al. 2020).

Velkou vyhodou je, Ze se dnes tyto bioaktivni proteiny vyrabi i rekombinantni technologii, ackoliv i ta
ma jesté nékteré své slabiny. Pfimy produkt translace je obvykle nefunkéni a posttranslaéni modifikace
(PTM) jako glykosylace, fosforylace, metylace, acetylace, nitrace jsou nutné. Produkéni kmeny
bakterialnich bunék anebo kvasinky a prvoci obvykle nejsou schopni posttransla¢ni modifikace vyssich
eukaryot zajistit, jak shrnuje napr. (Rosano et al. 2014). Zajisténi pfislusné PTM pak spociva v mnoha

pristupech, ¢asto v enzymové katalyze (shrnuto v Sahdev et al. 2008).

Nejvyraznéjsi nevyhody volnych enzymi spocivaji v jejich inaktivaci a degradaci mimo jejich
fyziologické podminky. Zaroven pfi ¢asové narocnych procesech je volna forma enzym( nestabilni a v
zavislosti na jejich zdroji se zvysuji ndklady a omezuji biotechnologické aplikace (Bilal et al. 2016).
Vzhledem k proteinové povaze mohou zmény v prostredi ovlivnit nativni strukturu enzymu, ktera

postupné degraduje a enzym ztraci biologickou aktivitu.

Snizeni dopadu nevyhod volnych enzymu se prokazalo jejich vazbou na nerozpustné, inertni nosice
(pfehled v Berezin a Klesov, 1976), a to rozpoutalo expanzi ¢lank( popisujicich vazbu, kinetiku a vyuziti
imoilizovanych enzymi. Mezi nejcastéjsi vazby v dnesni dobé patfi napt. kovalentni imobilizace
(Nuytten et al. 2010, Wang et al. 2019a, Yousefi et al. 2020), uchyceni v materialech metodou sol-gel
(Bilal et al. 2016) a sitovani enzymovych agregat( (CLEA) také prostfednictvim BSA a polymerd (Asgher
et al. 2018, Nguyen et al. 2017, Yamaguchi et al. 2018). Ve srovnani svolnymi enzymy jsou

imobilizované enzymy ve vétsiné pripadl robustnéjsi a odolné;jsi viici zménam prostredi, dochazi ke



zlepseni enzymové aktivity a stability (Matosevic et al. 2010, Prikryl et al. 2012). Podobné jsou
imobilizaci na pevné nosice stabilizovany proteazy (Pinto et al. 2015). ZvySena teplotni a pH stabilita
nékterych imobilizovanych enzym{ umoznuje jejich zarazeni do on-line analytického procesu (Korecka
et al. 2005, Bilkova et al. 2006, Song et al. 2014, Mukhopadhyay et al. 2015). Enzymy vdzané na pevnou
fazi jsou rychle separovdny z reakéniho média, bez kontaminace produktu molekulami enzymu. Vazané
enzymy je mozné pouzit opakované ve vice cyklech (Sun et al. 2017, 1-2). Hlavnimi faktory, které je
tfeba vzit v Gvahu pfi imobiliza¢nim procesu, jsou celkovad enzymova aktivita, zplsoby deaktivace a
reaktivace enzymu a inhibi¢ni vliv imobilizaénich ¢inidel (Bilkova et al. 2002, Shangguan et al. 2015,

Chatzigeorgiou et al. 2023).

Imobilizované enzymy jsou dnes vyuZivany v mnoha rliznych aplikacich - v proteomickych studiich (I-3,
Khaparde et al. 2020, Cornelio et al. 2018), venzymem katalyzované degradaci proteind
(Mukhopadhyay et al. 2015), pti hojeni ran (Baidamshina et al. 2020, lll-1), pfi zpracovani odpadnich
vod a latek (Netto et al. 2018), v biotechnologické produkci latek (Rotkova et al. 2009, Yaohua et al.
2019), v produkci a zpracovani biopaliv (Rastian et al. 2016, Binhayeeding et al. 2022); a usporadanich
- v mikrofluidice (lI-1, Kerby et al. 2006, 1I-2, 1I-3, Kichler et al. 2015, Wouters et al. 2017),
v biosenzorech (Blanes et al. 2007, Sheng et al. 2012, EI-Moghazy et al. 2016, Sys et al. 2020), v
kaskadovitych enzymovych reakcich (Nguyen et al. 2017, Zhou et al. 2022, Gottschalk et al. 2022).
Imobilizované enzymy se objevuji v bio/afinitni chromatografii, v biospecifickych afinitnich aplikacich
(pfehled v tacki et al. 2020) a afinitni chromatografii ve screeningu inhibitor( a substratd (Hogson et
al. 2004, Wang et al. 2017, Cornelio et al. 2018). Bioafinitni chromatografie je zaloZzena na specifické a
obvykle reverzibilni vazbé latek k pevné vazanému ligandu na nosici, a slouzi tim k izolaci a purifikaci

enzym (Korecka et al. 2008, Bayramoglu et al. 2014, Chen et al. 2018), i k jejich imobilizaci.

Tato habilitacni prace je zamérena na vyvoj magnetickych nosic¢a s imobilizovanymi enzymy. Uvedené
¢lanky v praci popisuji, jak je mozné tyto enzymové systémy poufZit v analyze proteind a analyze jejich
PTM (fosforylace), v peptidovém mapovani alergentd a biomarker( a v cilené modifikaci proteint. To
také ve spojeni s mikrofluidikou. Cast habilitaéni prace tvofi ¢lanky popisujici vyvoj nanovldken s
imobilizovanymi proteasami pro oblast biomediciny a enzymy zprostfedkované hojeni ran. Smyslem
habilitacni prace jsou pfiklady vyuZziti imobilizovanych enzymi v pomérné tzkych aplikacich, ale jsem
si védoma Site jejich moznych dalSich vyuziti.

Principy imobilizace enzymu k pevné fazi a pfiprava biospecifického afinitniho nosice s ligandem, se
v fadé parametrd fidi shodnymi pravidly. Obé zahrnuji imobilizaci kovalentni (Korecka et al. 2008, II-3,

Wu et al. 2013, I-3, l1I-2), biospecifickou afinitni vazbu (Bilkova et al. 1997, Turkova et al. 1999, Holland-

Nell et al. 2007, Khaparde et al. 2020), vazbu vyuZivajici principu afinitni chromatografie pomoci



imobilizovanych kovovych iontll (Zatloukalova et al. 2004, 1-2, tacki et al. 2020), enkapsulacni vazbu
(Besanger et al. 2006, Guo et al. 2020) a nékdy také adsorpci (Derwinska et al. 2008). Prosta sorpce

enzymU na nosice je pro katalyzu nevyuZitelna, protoze jejich uvolfiovani je nezadouci.

MozZnosti, jak pouzit nosi¢ s vazanym enzymem ke katalyze je vice. S ohledem na zpUsoby pouzivané
ve vyzkumu a biomedicinskych aplikacich, se zaméfujeme se na vsadkova (tzv. batch) a kolonova
usporadani. Vysokoucinna kapalinova chromatografie je jednou z kolonovych technik, ktera pouziva
fixované imobilizované enzymové a afinitni reaktory (immobilized enzyme reactor, IMER a immobilized
affinity reactor, IMAR), (Cornelio et al. 2018). Miniaturizaci IMER a IMAR do mikroprito¢ného
usporadani se zabyva mikrofluidika (ll-1, Bilkova et al. 2006, 1I-2, 1I-3, Ou et al. 2019). Na principu
bioafinitni chromatografie jsou podobné zaloZené afinitni monolitickd chromatografie (Brne et al.

2009) a afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech (IMAC) (Khaparde et al. 2020).

K vazbé enzymU se vyuZivaji nosiCe a Castice zrlznych materialQ, velikosti a stupném porozity.
Enzymova katalyza s mikrometrovymi sférickymi casticemi srdznou porozitou jsou nejcastéjsi v
nizkotlakém kolonovém usporadani (I-1, Bilkova et al. 2002, Park et al. 2011, Kucerova et al. 2014)
(Obr. 1). Neporézni castice (napt. hydroxyetyl metakrylatové), vhodné k separaci latek, a castice
s malou velikosti pdrli, mohou byt vhodnéjsi ke studiu orientace imobilizovaného enzymu anebo aby

se zabranilo kinetickému omezeni enzymové hydrolyzy proteinu (Turkova et al. 1999, Wu et al., 2006,
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Obrazek 1. Typy enzymovych reaktord. Shora — enzym je imobilizovany na vnitfnim povrchu
mikrokanalku nebo kapilary. Uprostfed — kapilara s fixovanymi casticemi simobilizovanym
enzymem. Dole — monoliticky mikroreaktor, ve kterém je enzym imobilizovdn v pérech anebo
kanalcich monolitického materialu (pfevzato a upraveno podle Nagy et al. 2022).



Mohy Eldin et al. 2015, Celebi, 2017). Vazba ligandl na neporézni ¢astice je mozna jen na vnéjsi povrch
Castic. Ale se sniZovanim velikosti ¢astic az na velikost nanocastic se zvysSuje velikost jejich specifického
povrchu v poméru k objemu. Nanocastice se pro katalyzu v kolonovém usporadani vyuZivaji malo,
protoZe jejich pouZzitim v pritoénych systémech by bylo potfeba pouZit vysokych tlakl (Mohy Eldin et
al. 2015). Jinou variantou jsou monolitické ndplné kolon, tvofené souvislym poréznim materidlem
z akrylatovych polymert (Obr. 1) (Brne et al. 2009, Khaparde et al. 2020). Jejich vlastnosti a vyhody
jsou, mimo velky specificky povrch, zaloZzené na polymeraci in situ, odolnych mechanickych

vlastnostech i zvySeném prenosu hmoty (high mass transfer property).

V Blocich I a Il habilitaéni prace jsou zarazeny c¢lanky zamérené na vyvoj a aplikace enzym0 vazanych
na magnetické sférické mikro a nanocastice. Tyto ¢dstice jsou tvofené obalem a magnetickym jadrem,
(Obr. 2). Povrchova vrstva ¢éstic nejenze kryje oxidy Zeleza, ale pfinasi funkéni skupiny ke kovalentni
nebo afinitni vazbé ligandl (ll-1, Chen et al. 2008, Kucerova et al. 2014, 1-2). Typickou vlastnosti
superparamagnetismu magnetickych ¢dastic je moznost jejich fixovani v magnetickém poli, zatimco

mimo magnetické pole se jejich magnetismus neprojevuje.

Blok Il se zaméfuje na prace popisujici vyvoj a aplikace IMER, tj. magnetickych mikrocastic
s imobilizovanymi enzymy aplikované do mikropriito¢ného zafizeni (llI-1, Bilkova et al. 2006) a IMAR,
imobilizované afinitni reaktory s aplikacemi bioafinitni chromatografie (ll-2, Korecka et al. 2008).
Podobné jsou IMER a IMAR vyvijeny a vyuzivany v tzv. ,magnetically-stabilized fluidized bed reactors”
a ,magnetic fluidized bed reactors” (Bayramoglu et al. 2014, Zhou et al. 2014, Chen et al. 2018,

Hernandez-Neuta et al. 2018, Ou et al. 2019).

Obrazek 2. Snimek z transmisniho elektronového mikroskopu: (a) magnetické mikrocastice (b) po
obaleni do SiO; a velikosti pfiblizné 200 nm (Li et al. 2007), (c) magnetické nanocastice s obalem
tvofenym dendrimerem polyamidoaminem s velikosti 16 £ 5 nm (Khodadust et al. 2013). Pouzito
se souhlasem nakladatel(l (American Chemical Society a Springer Nature).



Jinymi nosici pro vazbu enzym(, na které je v habilitacni praci zaméren Blok Ill, jsou polymerni
nanovlakna. Objev pfipravy zvldknénych polymerd do formy nanovldkennych membran a
nosicG/konstruktl umoznil vyuziti imobilizovanych enzym{, napfiklad ve formé propustnych filtracnich
membran anebo nanovlakennych kompozitl. Nanovlakna maji mnoho mimoradnych vlastnosti, véetné

porézni struktury a velkého poméru povrchu k objemu (Medina-Castillo et al. 2022).

Nanovlakenné nosice s enzymy jsou vyvijeny pro aplikace enzymové katalyzy (Wong et al. 2014, Pinto
et al. 2015, Zhang et al. 2022). Nanovlakna lze vyvijet jako nosice pro dodavani terapeutickych latek
(,drug delivery”) do organismu, protoZe nanovldkna za vhodnych podminek umoznuji adhezi,
proliferaci i diferenciaci rliznych bunék (Obr. 3) (Ghasemi-Mobarakeh et al. 2009, Cho et al. 2010, Liu
et al. 2013, Qu et al. 2013, Meamar et al. 2021). Soucasné uplatnéni nanovlaken s enzymy zahrnuje
cilené dorucovani latek v souvislosti s jejich antimikrobnimi G¢inky (Shoba et al. 2017, Abolghasemzade
et al. 2021), v aplikacich tkanového a kostniho inZenyrstvi (Yu et al. 2013, Zhijiang et al. 2019, Sofi et
al. 2021), pro hojeni ran a regeneraci tkani (Dubsky et al. 2012, llI-1, lll-2, Bryan et al. 2022), a také
jako in vivo senzory (Chen et al. 2015). Antimikrobidlni aplikace proteas imobilizovanych na
nanovlakenné materidly se uplatnila v oblasti hojeni ran (Qu et al. 2013). Tato oblast vyvoje byla nasi

motivaci spoluprace s libereckymi spole¢nostmi ElImarco a Nano Medical.

Ve vyvoji nanovldken pro biomedicinnské aplikace se klade dlraz na vybér biokompatibilnich
material(. Polymery pro nanovldkna musi byt v zdsadé netoxické, hydrofilni, a biodegradabilni pro
ptipady, ve kterych maji byt v ¢ase a podminkach in vivo rozloZeny (Hirsch et al. 2018, Zhijiang et al.
2019). Vhodné jsou prirodni polymery kolagen, Zelatina, celulosa, chitosan a polymlécna kyselina (PLA).

Ze syntetickych to jsou polyvinylalkohol (PVA), polymethylmetakrylat (PMMA), fibroin z hedvabi (SF) a

Obrazek 3. Morfologie osteoblastovych bunék MG-63 adherovanych na nanovlakennou membranu
pfipravenou metodou elektrospiningu z bakteridlni celulosy (a) a membranu modifikovanou
pridavkem sdjového proteinu (b) po 48 hodinach kultivace (Zhijiang et al. 2019). PoufZito se
souhlasem nakladatele (Springer Nature).



polykaprolakton (PCL). Pfikladem anorganickych nanovldken sligandy je zvlaknény hydroxyapatit

(Pasuri et al. 2015).

Habilitacni prace shrnuje clanky, které se zabyvaji imobilizacemi enzymU a protilatek na magnetické
mikro — a nanocastice a na polymerni nanovlakna, a jejich vyuzitim v riznych oborech. Jedna se o
soubor 8 publikaci, které vznikaly v obdobi 2002—-2022, rozdélenych do tfi tematickych blokd. Publikace
zahrnuté v Bloku | se tykaji imobilizaci a vyuZitim enzym( z podtfid glykosidas (neuraminidasa),
serinovych endopeptidas (trypsin), oxidas (galaktozaoxidasa) a serin/threonin proteinkinas (ERK2 a
GSK3B), na nové vyvijené a komercni magnetické sférické castice. Superparamagnetické vlastnosti
magnetickych ¢astic s enzymy a protilatkami umoznily jejich fixaci v kandlcich mikrofluidniho zafizeni
(v mikrocipech), a jejich aplikace jsou uvedeny v Bloku Il. Miniaturizace enzymovych reakci je v tomto
bloku naplni tfi publikaci s enzymy trypsinem, alfa-chymotrypsinem a pepsinem a proteinasou K.
Publikace v Bloku Ill zahrnuji dvé prace, ve kterych jsou trypsin a mikrobidlni kolagenasa imobilizované
na chitosanova nanovlakna pfipravena elektrostatickym zvldknénim. Cilem predkldadaného souboru
praci je shrnuti motivaci vyvoje imobilizovanych enzymi na rlzné typy nosicl. Jejich aplikacemi a
vysledky v biochemii, biotechnologii a v biomediciné jsem se pokusila ukazat na sméry vyvoje v téchto

oblastech.



Blok | — Magnetické enzymové nosicée k cilené modifikaci protein(

I-1  Bilkova, Z., Slovdkova, M., Horak, D., Lenfeld, J., & Churdcek, J. (2002).
Enzymes immobilized on magnetic carriers: efficient and selective system for protein modification.
Journal of Chromatography B, 770(1-2), 177-181. https://doi.org/10.1016/51570-0232(02)00037-5
Autorsky podil: 40 %

Pfipravovala jsem imobilizované enzymy, stanovila enzymové aktivity a stability, podilela jsem se na

pfipravé publikace.

I-2 Hromadkova, L., Kupcik, R., Vajrychova, M., Prikryl, P., Charvatova, A., Jankovicova, B., Ripova, D.,
Bilkova, Z., & Slovakova, M. (2018). Kinase-loaded magnetic beads for sequential: In vitro
phosphorylation of peptides and proteins. Analyst, 143(2), 466-474.
https://doi.org/10.1039/c7an01508a

Autorsky podil: 40 %

Podilela jsem se na koncepci ¢lanku, imobilizacich kinas, fosforylacich, a pfipravila jsem text.

I-3 Slovakova, M., Sedlak, M., Kfizkova, B., Kup&ik, R., Bulanek, R., Korecka, L., Drasar, C., & Bilkova, Z.
(2015). Application of trypsin Fe3;0,@SiO, core/shell nanoparticles for protein digestion.
Process Biochemistry, 50(12), 2088—2098. https://doi.org/10.1016/].procbio.2015.09.002

Autorsky podil: 60 %

Pripravila jsem koncept prace, imobilizovany trypsin, enzymovou charakteristiku a proteolyzu. Napsala

jsem publikaci.

Clanky zahrnuté v Bloku I habilitaéni prace se zabyvaji imobilizaci enzym( na sférické magnetické mikro
a nanodastice a jejich vyuzitim k cilené strukturalni modifikaci protein(i a v proteomice. Vytvoreni
definovanych proteinovych konjugatl na nosicich nebo se znackami je zasadni pro mnohé studie a
biotechnologie (Rosen a Francis, 2017). Osvédcené metody pro pripravu konjugatl obvykle zahrnuji
kovalentni, tj. chemické modifikace proteinu. Ty sebou ale nesou rizika nevhodné orientace proteinu
a ztraty biologické aktivity po konjugaci. Jednou z osvédc¢enych moznosti pro jeji zachovani je navrzeni
enzymové modifikace proteinu, kterd navic probiha za mirnych podminek. V prvni préci (I-1) jsme se
zabyvali cilenou modifikaci sacharidového fetézce imunoglobulinu G — specifickou enzymovou oxidaci
terminalni galaktosy imobilizovanymi enzymy. Ta mohla vést ke konjugaci IgG k pevnému nosici nebo

jeho znaceni. Podobnymi principy cilené modifikace proteint a glykoprotein(i imobilizovanymi enzymy



se zabyvali také dalsi autofi (Pscheidt et al. 2005, Krenkova et al. 2013, Bidondo et al. 2022).
Modifikované anebo proteolyticky Stépené proteiny tak byly pfipravené s vysokou cistotou a bez
kontaminace enzymy. V dalsi praci vtomto bloku (I-2) jsou predstaveny moznosti in vitro kaskadové
fosforylace rekombinantnich proteinl s imobilizovanymi proteinkinazami. Treti prace (I-3) popisuje

proteomickou analyzu trypsinem imobilizovanym na nové vyvinuté superparamagnetické nanocastice.

Enzymova aktivita

Klicovou vlastnosti imobilizovanych enzymu je jejich vysoka enzymova aktivita. Katalyza probiha na
aktivnich mistech enzymu a obvykle nezahrnuje malou nebo linearni ¢ast molekuly enzymu. Proto je
dllezité béhem imobilizace zachovat neporusenou konformaci enzymu pro substrat (Guo et al. 2020).
Metoda imobilizace enzymu by méla byt vhodné zvolend a podminky imobilizace optimalizované. Po
imobilizaci na nosice, zvlasté pomoci kovalentni vazby, mohou mit enzymové molekuly narusenou
strukturalni konformaci vazebného mista. Sledovani enzymové aktivity po imobilizaci je obvykle
zaloZené na detekci produktu katalyzy v casovém Useku a zahrnuje stabilitu operacni a skladovaci. Tedy

opakované cykly enzymové katalyzy a v podminkach pfi skladovani.

Po navazani enzymu na pevny nosic¢ se mize ménit rychlost enzymem katalyzované reakce (Matosevic
et al. 2010, Papamichael et al. 2019). Ta je mimojiné zavisla na koncentraci enzymu, substratu, teploté
a pH pfi reakci, na difuzi, pfitomnosti iontll a inhibitor( reakce (Sun et al. 2017, Wang et al. 2017).
Kinetické vlastnosti imobilizovaného enzymu tedy zahrnuji sterickou bariéru nosnych materiald, jejich

chemické vlastnosti a mikroprostredi navdzanych molekul enzymu (Bilal et al. 2016).

Kinetické parametry Michaelis-Mentenové Ky a Vmax pro enzym a substrat je mozné vypocitat z
experimentalniho sledovani rychlosti V katalyzované reakce se zvysujici se koncentraci substratu [S].
Hodnoty ziskané linearizaci grafického zobrazeni reakce enzymu se substratem (saturacni krivka,

Obr. 4), odpovidaji rychlosti premény substratu. Rychlostni konstanta Kv se pak rovna koncentraci

. - - Ly T . 4
substratu, pfi které je rychlost reakce Vv poloviné maximalni hodnoty, tj. V= % . Konstanta kcat

(,turnover number®), je pak vypocitana z podilu maximalni rychlosti Vmax @ koncentrace enzymu.
Kinetické konstanty K, V a ket jsou pouzivany pro posouzeni zmén u enzymu po jeho imobilizaci

(shrnuto v Cooney, 2017).
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Obrazek 4. Zavislost rychlosti enzymové katalyzy V vs. koncentrace substratu [S] popisuje saturaci
enzymu substratem, a proto se oznacuje jako saturacni kfivka (kfivka nasyceni) (Slovakova, 2023).

Pouzito se souhlasem nakladatele (Elsevier, Cislo licence 5507780700205).

Magnetické ¢astice

Koncem 20. stoleti se k vazbé enzym( zacaly pouzivat nové typy Castic - magnetické sférické ¢astice, s
fadou praktickych vyhod v laboratofi. Ve srovnani s témi nemagnetickymi Slo pfedevsim o snadnou a
rychlou separaci imobilizovaného enzymu z reakce, minimalni ztratu nosi¢e s enzymem a nulové
naredéni vzorku (I-1, Ju et al. 2012, Wang et al. 2017). Propojeni enzym( s magnetickymi ¢asticemi
ukon¢i katalyzovanou reakci podle potfeby a umozni jejich nové pouZiti beze zmén. Diky opakovanému
pouziti imobilizovaného enzymu je provedeni experimentu levnéjsi. V. mnoha ptipadech se prokdzalo,
Ze imobilizaci upravené enzymy jsou odolnéjsi a zachovavaiji si svoji aktivitu. Mohou tak byt pouzity pro
katalyzu reakci na hydrofobnich substratech anebo v pfitomnosti organickych rozpoustédel (Karboune

et al. 2005).

Struktura magnetickych mikro a také nanocastic je tvofena magnetickym jadrem s vrstvou z pfirodnich
polymer( (chitosan, dextran) (Zhou et al. 2014) nebo syntetickych latek (silanizace, polymery,
dendrimery) organickych nebo anorganickych (Khodadust et al. 2013, I-3). Magnetické nano/¢astice,
které se dnes vyuzivaji pro bioaplikace a také v in vivo aplikacich, jsou obvykle v superparamagnetické
formé magnetitu (Fes04) (Bang et al. 2016, Atacan et al. 2017, Zdarta et al. 2018) a maghemitu (gama-
Fe,03) (Kluchova et al. 2009), a rliznych typu feritl (oxid kovu a Fe,0; — kov = Cu, Co, Ni, Zn) (Sanko et
al. 2023). Obal tak brani pfimému kontaktu oxidd kovl s enzymem (proteiny), protoZe na né muize mit

denaturacni efekt (Tanyolac et al. 2000, I-1).

Velikost specifického povrchu ¢astic, snadna chemickd reaktivita, stabilita ¢astic v roztoku i nizka

nespecifickd vazba protein(, to jsou dalsi vyznamné vlastnosti magnetickych ¢astic (Tanyolac et al.



2000, Liu et al. 2017). Pro castice o velikosti nanometr( lze pro vazbu ligandl vyuZit jejich vétsi
specificky povrch (az 100 m? g1) (Pecova et al. 2011, Algar et al. 2011, Mohy Eldin et al. 2015). Velikost
specifického povrchu rozdilné velkych ¢astic byla predmétem studia pro imobilizaci B-galaktosidasy
(Shafi et al. 2021). Potvrdil se fakt, Ze se sniZujici se velikosti ¢astic a zvétSovanim specifického povrchu

nosice doslo k vazbé vétsiho mnozstvi enzymu.

Dalsim moznym zvySenim velikosti specifického povrchu ¢astic je volba poréznich materidld (Garcia-
Galen et al. 2011, I-3). Pro imobilizaci protein(i se ma velikost pora nosice fidit velikosti jejich molekul.
U poréznich nosicl s imobilizovanymi enzymy je zaroven potfeba zvaZit omezeni diflize substratu k
enzymu, pokud je vazany uvnitf pérli (Garcia-Galen et al. 2011). V praci (Mukhopadhyay et al. 2015)
autofi studovali vliv typu vazby proteolytického enzymu na jeho aktivitu. U kovalentni vazby enzymu k
poréznimu nosici, ke které zfejmeé dochazi prostfednictvim nékolika povrchovych skupin enzymu, byly
zabranéné interakce enzymu sjinymi enzymovymi molekulami, to sniZilo agregaci enzymovych
molekul a ve vysledku jejich autolyzu. Timto vicebodovym mechanismem doslo po vazbé a skladovani
imobilizovaného enzymu k reaktivaci enzymové aktivity. Adsorpce enzymu na hydrofobni nosic¢ byla
zprostiedkovana elektrostatickymi interakce, a vysledkem byla pristupna aktivni mista enzymu
pro substrat a vysoka enzymova aktivita, a také zvySena teplotni stabilita. Tyto vysledky se lisi u
imobilizace enzym(l na neporézni nosice, u kterych m(zZe vést imobilizace enzymu castéji k inaktivaci
enzymu vlivem kontaktu s bublinami plyn(, nebo kapkami nemisitelnych rozpoustédel (Tacias-

Pascacio et al. 2019) anebo kontaktem mezi molekulami enzymu/proteas (Garcia-Galan et al. 2011).

Typy vazeb k nosici

Aktivitu imobilizovaného enzymu vyznamné ovliviiuje typ funkénich skupin nosi¢e a zplsob vazby
(Bilkova et al. 2006, Sun et al. 2017, I-2). Magnetické mikro — a nanocastice jsou dostupné s rliznymi
funkénimi skupinami pro snadnou vazbu proteind a enzym(. Funkcionalizované magnetické castice
jsou prednostné biokompatibilni a bez mezic¢asticovych interakci. Vyslednou enzymovou aktivitu
ovliviiuje povrchovy ndboj ¢astic - nabity nebo neutralni, hydrofilni nebo hydrofobni vlastnosti, a také
to, jestli se enzymy vazou kovalentnimi nebo jinymi vazbami (adsorpci, afinitni vazbou, enkapsulaci)
(Obr. 5). Hydrofilni povaha nosice je Zadouci s ohledem na sniZeni inaktivace enzymu v duasledku
denaturace, a dal pro zajisténi stability enzymové aktivity (Bott et al. 2007). Mezi potiebné vlastnosti
magnetickych castic se fadi nizkd nespecifickd adsorpce latek v aplikacich a minimalni uvolfiovani

vazaného enzymu (Kucerova et al. 2014).
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Obrazek 5. ZpUsoby enzymové imobilizace — pfimd adsorpce (a, b), vazba kovalentni (c) a pomoci

raménka (d, e), bioafinitni interakce (f), zachyceni a zapouzdreni (g, h), a intermolekuldrni zesiténi
enzymovych agregatli (CLEA) (i, j) (Kecskemeti et al. 2018). PouZito se souhlasem nakladatele

(Elsevier, Cislo licence 5507780939886).

Pro imobilizaci enzymu byly vyvinuty desitky technik. Strategie vazby je ovlivnéna finalnim uplatnénim
enzymu. BéZné pouzivané jsou ireverzibilni, nevratné imobilizacni techniky — nejcastéji jde o kovalentni
vazby, intermolekularni zesiténi, zachyceni a zapouzdreni. RozSifené jsou nékteré typy reverzibilnich
imobilizacnich technik, napf. afinitni vazba. Méné vyhodné z pohledu stability enzymové aktivity, jsou
interakce na zakladé fyzikalni sorpce. Jak jiz bylo uvedeno, zplsoby vazby maji vyznamny vliv na
enzymovou aktivitu v dasledku strukturalnich zmén molekul, predevsim sekundarni struktury (Ernest
et al. 2014, Sun et al. 2017). A pro dlouhodobé zachovani aktivity, tj. stability imobilizovaného enzymu
je potfebna sterickd dostupnost aktivniho mista enzymu (Knezevic et al. 2006, Kumar et al. 2021).
Odolnost enzymu ke zménam teploty a také pH je moZné vyznamné zvysit volbou zplsobu vazby

(Prikryl et al. 2012, Mukhopadhyay et al. 2015, Ahmed et al. 2019).

Pro kovalentni (chemické) vazby enzymu nesou nosice obvykle karboxylové, aminové, oxiranové,
hydroxylové, sulfhydrylové aj. funkéni skupiny (Obr. 6) (Knezevic et al. 2006, Gao et al. 2010, Xiao et
al., 2021, Maciejewska et al. 2023). Kovalentni vazbu mezi karboxylovymi a aminovymi skupinami
muze zprostiedkovat karbodiimidova aktivace karboxylovych skupin (Obr. 7) (Sun et al. 2017). Reakce
karboxylovych zbytkGi na nosi¢i s hydrochloridem 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) N’-
ethylkarbodiimidu (EDC) vede ke vzniku meziproduktu, aktivni O-acylisomocoviny, kterd je snadno

vytésnéna nukleofilnim Gtokem z primarnich aminoskupin enzymu.
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Obrazek 6. Kovalentni vazby enzymu na pevny nosic (a) s oxiranovymi funkénimi skupinami, (b)
pomoci glutaraldehydu (GTA) na aminovém nosi¢i a (c) po jodistanové oxidaci glykoproteinu
(Knezevic et al. 2006). PouZito se souhlasem nakladatele (Elsevier, Cislo licence 5507781148079).

Castou kovalentni vazbou je prostfednictvim glutaraldehydu (GTA). Ten v mirnych podminkach pH
umoznuje spojeni se specifickymi aminovymi skupinami v molekule proteinu (Ahmed et al. 2019). GTA
se uplatni ve vazbé dvéma zplsoby — kovalentné mezi nosi¢em a enzymem a zesitovanim biomolekul
(intermolekularné a intramolekularné) (Sun et al. 2017). Aktivace nosic¢li pomoci GTA vyrazné redukuje
uvolfiovani molekul enzymu z nosice. Enzymy imobilizované prostfednictvim GTA vykazuji vysokou

operacni a skladovaci stabilitu (Aslan et al. 2020). Béznym zplsobem je imobilizace enzym0 pfimou
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Obrazek 7. Schéma imobililizace enzymu s aktivaci karboxylovych skupin karbodiimidem EDC,
sulfonovaného N-hydroxy-sukcinimidu (sulfo-NHS) na magnetické nanocastice s aminovou
skupinou (I-3). Pouzito se souhlasem nakladatele (Elsevier).
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vazbou na polymerni nosice s oxiranovymi skupinami (Knezevic et al. 2006). Oxiranové skupiny jsou
dlouhodobé stabilni v rozmezi pH 1-12 a reaguji pti neutralnim a alkalickém pH s aminoskupinami
enzymu. Vysoka hustota oxiranovych skupin na povrchu poréznich castic z kopolymeru etylenglykol
dimetakrylatu a glycidylmetakrylatu, poly (GMA-co-EGDMA), miZe provazat enzymové molekuly na
vice strukturnich mistech (multi-point-attachment) a to za urcitych podminek vede k vysoké enzymové

stabilité (Milosavic et al. 2017).

Alternativné mohou byt enzymy vazané na nosiCe a razné povrchy nekovalentnimi vazbami,
prostfednictvim hydrofobnich, polarnich anebo iontovych interakci. Pfiklady této fyzikalni sorpce uvadi
nekovalentni vazby enzym( do prdtokovych kapilar, na peptidové mikrocipy, do biosenzor(, na
nitrocelulosové membrany pro diagnostické ucely a na polymery u sklenénych preparatd (prehled v

Tomizaki et al. 2005).

Orientovana vazba

Nahodna kovalentni vazba enzym0 k nosi¢i mize pii vicebodové vazbé zablokovat aktivni misto
enzymu, a také mUZe byt enzym denaturovan. Proto je nékdy obtizné dosahnout stabilni vazby s
vysokou enzymovou aktivitou (Knezevic et al. 2006). Naproti tomu mistné orientovana kovalentni
vazba enzym k nosici ze svého principu neovliviiuje miru reaktivity enzymu se substratem (Bilkova et
al. 2002, Matosevic et al. 2010, Krenkova et al. 2013), a v ptipadé specifickych protildtek neovlivni
vazbu k antigennim epitoplim (Brne et al. 2009). Kovalentni vazba ligandu orientovanym zptsobem (tj.
mistné specifickd) muizZe zajistit pevné navazany a pfitom biologicky aktivni protein (aktivni enzym,
protilatky ve spravné prostorové orientaci), anebo pfipravu enzymem ¢i jinak znacené molekuly IgG

(Murayama et al. 1978).

Jako slibna a také ucinna strategie je vazba glykoenzymU prostfednictvim jejich cukernych zbytkd na
nosice, a to proto, Ze sacharidy v molekule obvykle nejsou nutné pro jejich biologickou funkci (Knezevic
et al. 2006, Henderson et al. 2011). Autofti prace (Milosavic et al. 2005) generovali aldehydové skupiny
na sacharidu v glykoproteinu jodistanovou oxidaci, zajistili tak orientovanou vazbu glykoenzymu na
hydrazidové skupiny nosice stabilni hydrazonovou vazbou. Timto zplsobem dosahli vyssi specifické
aktivity u amyloglukosidasy imobilizované na poly(GMA-co-EGDMA) nosi¢ ve srovnani s metodou
vyuzivajici GTA (Milosavic et al. 2005). Dalsi prace uvadi tuto orientovanou imobilizaci lipasy na nosic
Eupergitt C s aminy (vyrobeno  kopolymeraci  N,Nx-methylen-bis-(methakrylamidu),
glycidylmethakrylatu, allylglycidyletheru a methakrylamidu). Pfi srovnani s neorientovanymi zplsoby

vazby na nosice s oxirdny a glutaraldehydy vedla k nejvyssi katalytické aktivité lipasy. Studium teplotni
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stability u orientované imobilizovaného enzymu také vedlo ke zméné teplotniho profilu pro deaktivaci

enzymu a ke znacné stabilizaci biokatalyzatoru (Knezevic et al. 2006).

Vyvoj i aplikace metod orientované imobilizace protein( prosly vyznamnym rozvojem. Pfikladem je
prace znedavné doby, ve které byly rekombinantni enzymy termofilni acylaminopeptidasa (EC
3.4.19.1), termofilni dehalogenasa (EC 3.8.1.2) a lipasa A (EC 3.1.1.3) vazané na nosi¢ s aminem
prostfednictvim aldehydovych znacek vloZzenych do molekul enzym( genetickym inZzenyrstvim (Wang
et al. 2020). V jiné préaci (Wang et al. 2019a) je popsana orientovana imobilizace rekombinantniho
proteinu prostfednictvim jeho afinitni znacky po oxidaci N-koncového serinu na nosi¢ s hydrazidy a
vznikem stabilni hydrazonové vazby (Wang et al. 2019b). V jinych pracich je k vazbam protilatek
pouzivana orientovand afinitni vazba na nosice, pfes jejich komplementarni ligandy (Weiping et al.

1999, Esmaeili et al. 2016).

Distan¢ni raménko

Pro zajisténi sterické pristupnosti kovalentné vazaného enzymu k substratu se vyuZiva distancni
raménko (tzv. spacer) (Obr. 8). Jde obvykle o malou molekulu nebo linearni fetézec navazany na
Casticich (Wu et al. 2018, Tacias-Pascacio et al. 2019). Pfikladem provedeni je jednokrokova
orientovand vazba enzymu na raménko tzv. ,click” vazbou. Tento zplsob je obvykle volen pfi vazbé

peptidl a dalsich ligandl na ,,microarray” desticku (tzv. peptidové mikrocipy), na které jsou ligandy
a b E
s | e S |

Enzym Dextran s aldehydem jako distanéni raménko
imobilizovany

pfimo na nosié Imobilizace

‘ enzymu
' )
( ’ Enzym

‘ Substrat

e |
Spravné orientovany enzym je aktivni Aktivita enzymu imobilizovaného na raménko
muZe byt zajisténa pristupem k substratu

Obrazek 8. Princip imobilizace enzym( na nosiée (a) primo, (b) prostfednictvim ramének (tzv.
spacerll) (pfevzato a upraveno z Tacias-Pascacio et al. 2019).
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vazané ve velmi vysoké hustoté. V jedné praci byla desticka potazena biokompatibilnim hydrofilnim
polyethylenglykolem (PEG) s koncovymi azidovymi skupinami a vazba probéhla na zakladé azid-
alkynové cykloadice (Zhao et al. 2012). Jinym ptikladem ,click“ vazby byla vazba ligandu na thiolové

skupiny mesoporéznich nanocastic z oxidu kifemicitého (Yan et al. 2017).

Afinitni vazby

Jedineénym typem orientované vazby enzymu a dalSich proteinl na nosic¢e se zachovanim aktivniho
mista jsou afinitni interakce. Princip( bylo vyvinuto vice a zde v ptikladech jsou uvedeny nékteré z nich.
Tradi¢ni metody jsou zaloZené na vzniku afinitniho komplexu oligohistidinu v proteinu s Ni%* a kyselinou
nitrilotrioctovou (NTA) (Wegner et al. 2016, Wu et al. 2018) nebo kyselinou iminodioctovou (IDA)
(Vaish et al. 2013), dale vazby vyuZivajici interakci biotin — avidin (streptavidin) (Lesaicherre et al. 2002,
Holland-Nell et al. 2007, Beaussart et al. 2021) a IgG protilatky — s proteinem A (Miyao et al. 2015), a

také vazba enzymu na nosici potazenym specifickymi protilatkami (Turkova et al. 1999).

Polyhistidinovy motiv je rutinné zavadén do struktury rekombinantnich protein( pro usnadnéni jejich
purifikace, a pfitom jeho mala velikost nenarusuje biologickou funkci. Imobilizace prostfednictvim
motivu polyhistidinu anebo glutathion-S-transferasy zamezi jinym vazebnym interakcim a umoznuje
kontrolu nad orientaci biomolekuly a mimo jejich aktivni misto (Choi et al. 2014). Tento a dalsi uvedené
afinitni zplsoby jsou ¢asto vyuZivané v pfipraveé proteinovych (peptidovych) mikrocipt (Cha et al. 2005,
Li et al. 2009), napf. pfi studiu enzymovych substratli (v prehledu Humphrey et al. 2023), pfi vazbé
enzym( do enzymového mikroreaktoru (Matosevic et al. 2010). Nové jsou k orientované imobilizaci
vyuzivany i jiné peptidové znacky (Geiger et al. 2023). Dalsi z orientovanych zpUlsobl vazeb jsou
supramolekuldrni vazebné interakce enzymd, které vyuzivaji afinitni interakce biotin — streptavidin,

které vytvari homogenni enzymové vrstvy (Gonzales-Campo et al. 2012).

Nize komentované prace (I-1 az I-3) popisuji vyvoj aktivnich a stabilnich enzymovych nosi¢l na
magnetickych casticich. VyuZité byly ke dvéma ucelim, prvnim byla strukturni modifikace proteint a
glykoproteinl pro mozné konjugace s nosi¢i. Druhym bylo proteolytické stépeni protein(i ve spojeni

|Il

nové vyvinutymi s poréznimi ,core/shell“ nanoéasticemi. Rizenou proteolyzu s imobilizovanymi
enzymy jsme z biochemického pohledu studovali také v mikrofluidnim usporadani, a to je naplni
v dalsim tématickém bloku (Blok Il). Zde prezentuji predevsim zdkladni parametry vyvoje
imobilizovanych enzyml — vlastnosti magnetickych mikrocastic a nanocastic pro imobilizaci,

imobilizacni strategie enzym s cilem zachovani vysoké enzymové aktivity a vysledky jejich aplikaci.
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Cilem prace (I-1) bylo vyvinout imobilizované enzymy pro mistné specifickou modifikaci struktury
protilatky. Studium a modifikace proteind a glykoproteini enzymy imobilizovanymi na nosicich se
datuje do 90. let minulého stoleti (Turkova et al. 1988, Voivodov et al. 1991, Baran et al. 2003).
Terminalnimi sacharidy na konzervované struktufe glykosidickych fetézcl protilatek je kyselina N-
acetylneuraminové a galaktosa. Bézné pouzivanym zplsobem je oxidace termindlni galaktosy v
sacharidech glykoproteind chemicky, jodistanem sodnym, kdy vznikajici aldehydové skupiny reagovaly
s dihydrazidem kyseliny adipové (-NHNH3) na nosici (Obr. 9) (Murayama et al. 1978, Derwinska et al.
2008, Henderson et al. 2011). Pro to, abychom oxidaci neovlivnili biologickou aktivitu protilatky,
vyvinuli jsme imobilizovany enzymovy systém s galaktosaoxidasou a neuraminidasou. Volné
sacharidové retézce, urcené k modifikaci a pfipadné orientované vazbé k nosici, se v molekule
protilatky nachazeji na jejich Fc ¢asti, tedy mimo vazebné misto (paratop), a jejich termindlni jednotky

tvofi kyselina neuraminova a galaktosa (Obr. 9).

V glykoproteinech savéiho plvodu je vhodné odstépit terminaini kyselinu N-acetylneuraminovou
(sialilovou) neuraminidazou, tim jsou molekuly terminalniho monosacharidu Iépe pfistupné enzymové
oxidaci. PouZitd neuraminidasa z Clostridium perfringens (EC 3.2.1.18) je exoglykosidasa, ktera
v oligosacharidech hydrolyzuje O-glykosidové vazby mezi terminalni kyselinou sialovou a subterminalni

galaktosou (Wang et al. 2018). V druhém kroku jsme pro oxidaci hydroxylovych zbytk(i na odhalené

N

0o H
o1
C—N—NH, *+  OCH —_— /

Castice s hydrazidovou  Ligand s oxidovanym ; ‘
skupinou sacharidem /

0o H
1 i \
c—N—N=CH ’ v

B N-Acetylglukosamin
Ligand vazany
& y @ Manosa
hydrazonovou vazbou
A Fukosa
O Galaktosa

<> Kyselina neuraminova

Obrazek 9. (a) Schéma orientované vazby protilatky prostrfednictvim oxidované —OH skupiny
terminalniho monosacharidu na nosi¢ s dihydrazidem kyseliny adipové (Bangs Laboratories, Inc.
Technote 205, upraveno). (b) Sacharidovy retézec je v molekule protilatky mimo jeji vazebné misto
(Barrientos et al. 2020, upraveno).
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galaktose vybrali galaktosaoxidasu z houby Dactylium dendroides (EC 1.1.3.9). Tento metaloenzym
oxiduje Siroké spektrum primarnich alkoholl (C-6 hydroxyl() véetné galaktosy a N-acetylgalaktosaminu
(Cevik et al. 2010, Ikemoto et al. 2014). A také se vyuZivd k oxidaci sacharidovych soudasti

glykoproteind, napf. v pfipravé biokonjugatli (Henderson et al. 2011).

Struktura enzymu a jeho posttranslacni modifikace ¢asto ovliviiuji zplsob vazby, a je mozné je k vazbé
pouzit. Oba enzymy jsou glykoproteiny a pro vazbu na superparamagnetické castice jsme zvolili
kovalentni orientovany typ pres termindlni sacharidy enzyma na ¢astice s hydrazidovymi skupinami (-
NHNH,). Oba enzymy byly imobilizovany také neorientovanou vazbou na castice s aldehydovymi
skupinami pres aminové skupiny. Kvazbé byly vyuZity magnetickd a nemagnetickd makroporézni
perlovd celulosa (80-100 um) a magnetické neporézni mikrocastice poly(HEMA-co-EDMA) (3,7 um)
(Lenfeld et al. 1993). Pro sledovani aktivity a stability imobilizovanych enzym( byly pfi nezbytnych
optimalizacich (koncentrace jodistanu a pH, a pfitomnost iontl) vyuZity specifické nizkomolekularni

substraty (Obr. 10 a Obr. 11).

Nejvyssi aktivitu i stabilitu dosahla galaktosaoxidasa imobilizovana orientovanou vazbou na
magnetické makroporézni ¢astice perlové celulosy. Neuraminidasa imobilizovand na stejny magneticky
nosi¢ méla mirné snizené aktivity (o 14 %), ve srovnani s nemagnetickou formou nosice, ale jeji stabilita

se po 3 tydnech skladovani rapidné snizila na 2 % z plGvodni hodnoty. Aktivita neuraminidasy

CH,
N
CH
) 0 3
X
neuraminidasa & alfa-D-N-acetyl-
—HVO ’ HO o o  Neuraminova kyselina
oH HN\H/CH3
o]
2-(4-methylumbelliferyl)-a-D-N-
acetylneuraminova kyselina 4-methyl-umbelliferol

Obrazek 10. Metoda stanoveni enzymové aktivity neuraminidasy (bakteridlni glykoprotein, Mr
42813 Da, 382 AA) - hydrolyza syntetického substratu (2-(4-methylumbelliferyl)-a-D-N-
acetylneuraminova kyselina). Detekce produktu 4-methylumbelliferolu fluorimetricky (databaze
Brenda-enzymes.org).
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Obrazek 11. Metoda stanoveni enzymové aktivity galaktosaoxidasy (extracelularni glykoprotein,
Mr 73000 Da, 681 AA) s galaktosou. Vznikajici peroxid vodiku dava v systému peroxidasa —
chromogen O-fenylenediamin (OPD) vzniku barevného produktu, detekce spektrofotometricka

(Avigad et al. 1962) (databaze Brenda-enzymes.org).

imobilizované na nemagnetické perlové celulose se Uplné zachovala. Pomérné uspésna byla spolecna
ko-imobilizace obou enzymu, orientovanym typem vazby na makroporézni perlovou celulosu (-NHNH,)
—se 100 % pro neuraminidasu a 40 % pro galaktosaoxidasu aktivity pfi srovnani s ostatnimi vazbami.
Tyto vysledky aktivnich enzym( na magnetickych mikrocasticich nabizely aplikace se strukturnimi

modifikacemi glykoproteind, nejen ve vsadkovych, ale snadno také v pratoénych systémech.

Zavérem muizZeme hodnotit, Ze enzymy vazané na nosiCe kovalentni vazbou s mistné specifickou
orientaci mohou zvysit kvalitu produktu, bez kontaminace enzymy, zjednodusit katalyzu a snizit jeji
naklady. Kombinace magnetickych ¢dstic s polysacharidovymi materidly s metodami orientované
imobilizace enzym( je moZiné pouZit k prfipravé ucinnych enzymovych katalyzdtord v

biotechnologickych i analytickych aplikacich.

Prace (I-2) je zamérena na sekvencni fosforylaci rekombinantnich protein( in vitro, pomoci
proteinkinas imobilizovanych na superparamagnetickych ¢asticich. Pripravené imobilizované
proteinkinasy byly vyuzZity k fosforylaci molekul rekombinantnich proteinl s pozadovanou strukturou
a funkci. Fosforylace, N- a O-glykosylace a methylace protein( jsou klicové PTM v procesech regulace
biologickych funkci a dileZzitym molekularnim zakladem v dynamické odpovédi a interakci protein(
(Pscheidt et al. 2005, Shi et al. 2022). Proteinova fosforylace je mezi nimi jednou z nejhojnéjsich PTM
(Bigeard et al. 2014). Pritomnost fosforylace u fady proteini a také proteinkinas, vede pfimo ke sniZzeni
anebo zvyseni jejich biologické aktivity (Roskoski et al. 2005, Sun et al. 2002, Roskoski et al. 2015).
Naptiklad role hyperfosforylovaného tau proteinu v patogenezi Alzheimerovy choroby je dobfe znama
a mnoho autord se podrobné zabyva studiem fosforylovanych pozic v molekule tau (Karikari et al.

2022). Jinym davodem studia fosforylace molekul je mira a kvalita PTM, kterd souvisi s jejich
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terapeutickym Gcinkem ve farmaceutickych aplikacich. Napfiklad pro ucinky biotechnologicky
pfipraveného inzulinu neni oblast PTM dllezita (Kjeldsen et al. 2000), ale u jinych proteintd s komplexni
glykosylaci - u monoklonalnich protilatek je zasadni (Walsh et al. 2006, Cymer et al. 2018). Metodické
moznosti pro zavedeni PTM do struktury peptidd a rekombinantnich proteinl zahrnuji mimo
enzymového pristupu rdzné varianty chemické syntézy (napf. Fmoc s SPPS) a semisyntézy (Hgjlys-

Larsen et al. 2013, Henager et al. 2020, Strauss et al. 2022).

Do soucasné doby bylo na rlizné typy nosicli imobilizovano nékolik proteinkinas, napr. GSK3beta (Li et
al. 2015), interleukin-2-inducible T cell kinase (ITK), a epidermalni growth factor receptor kinasa
(EGFR), a jejich prehled je shrnut v (Slovakova et al. 2021). Zplisoby vazby proteinkinas na nosice
zahrnuji kovalentni a orientované (Zhou et al. 2014, Wang et al. 2018) a také afinitni zaloZené na

systému avidin-biotin (Taka aki et al. 2010, Popplewell et al. 2013, Li et al. 2015, I-2).

Pro monitorovani Uéinnosti a kvality fosforylace/defosforylace proteint a peptidd (in vitro) jsou
potfebné velmi citlivé biochemické a analytické metody (Lopez et al. 2010, Zhu et al. 2021). K detekci
proteinové fosforylace se vyuZiva vice metod, které kombinuji obohacovani fosfopeptidd (Lopez et al.
2011), hmotnostni spektrometrii (Wu et al. 2008, Lépez et al. 2011, Salinas et al. 2012) a Western blot
s fosfospecifickymi protilatkami proti fosforylovanym formam serinu, threoninu a tyrosinu (Reddy et
al. 2013). Dalsimi metodami jsou elektroforeticka separace proteind sinkorporovanym izotopem
fosforu 32P (Haycock et al. 1992), fosfo-specifické barveni protein( zaloZené na reakci s chelatujicimi
kovy (napf. komercni produkty Stains-All TM, Pro-Q Diamond TM, Phos-tag TM a pIMAGO TM) (Kim et
al. 2010).

V praci (I-2) jsme zvolili kovalentni a afinitni strategie vazeb rekombinantnich proteinkinas na
superparamagnetické ¢astice. Proteinkinasy lidska ERK2 (EC 2.7.11.24) a kréli¢i GSK3B (EC 2.7.11.26),
specifické k Ser (S, serin) a Thr (T, threonin), byly vytipované jako klicové ve studiu struktury a funkce
tau proteinu, klinicky vyznamného proteinu spojovaného s neurodegenerativnimi procesy. ERK2 je
cytoplazmaticka proteinkinasa exprimovana zejména v centralnim nervovém systému, kde fosforyluje
klinicky relevantni biomarkery (Qi et al. 2016). Podobné se s riiznymi formami fosforylace tau proteinu
spojuje proteinkinasa GSK3B (Nemoto et al. 2010). Aktivni rekombinantni GSK3B a ERK2 byly vazané
kovalentnimi vazbami na karboxylové a aldehydové mikrocastice. Druhym typem vazby byla silna

afinitni vazba zprostifedkovana histidinovou kotvou na IDA-Ni?* a Co®* mikro&astice (Obr. 12).
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tau protein O-fosfo-tau-protein + ADP

Obrazek 12. (a) Afinitni vazba proteinkinas ERK2, GSK3b na Co** (Ni**) — chelatovany magneticky
nosi¢ (Zatloukalova et al. 2004). Pouzito se souhlasem nakladatele (Elsevier, Cislo licence
5507790374595). (b) Model proteinové fosforylace imobilizovanymi proteinkinasami (databdze
Brenda-enzymes.org). Lidskd rekombinantni proteinkinasa ERK2/MAPK1 exprimovana
v Escherichia coli (Mr 41390 Da, 360 AA, Uniprot P28482). Krali¢i rekombinantni GSK3 (Mr 44771,
401 AA, Uniprot G1U0J7).

ZpUsoby vazeb proteinkinas na rlizné superparamagnetické mikrocastice byly porovnany nepfimo,
pomoci fosforylovani peptidovych substratll v cCase. Fosforylace na peptidech byla detekovana
metodou hmotnostni spektrometrie s matrici asistovanou laserovou desorpci/ionizaci (MALDI-
ORBITRAP MS). U afinitni vazby His-znacenymi ERK2 a GSK3PB na nikelnaté a kobaltnaté mikrocastice
byl detekovan jen slaby naznak fosforylovanych peptidd (TH 24-33 a CREB) v Case, a to i pfi prodlouZeni
¢asu na 16 hodin. Naopak proteinkinasy vazané kovalentné na karboxylovych mikrocasticich
dosahovaly vysokych hodnot aktivity a operacni stability u GSK3p (95,5 % plvodni aktivity po vazbé po
10 opakovani), ale s rychlym snizovanim hodnot aktivity a operacni stability u ERK2 (36,2 % pUvodni

aktivity po 10 opakovani).

Proteinkinasy imobilizované kovalentné byly pouzity k sekvencni fosforylaci rekombinantniho tau
proteinu in vitro. Detekce fosforylace tau proteinu zahrnovala jeho proteolyzu se sekvenacni kvalitou,
obohaceni fosfopeptidl na TiO, ¢asticich, analyzu MALDI-ORBITRAP MS a tandemovou MS/MS.
Fosforylace u tau proteinu byly také potvrzeny metodou Western blotu s fosfospecifickymi
protilatkami proti tau proteinu (anti-Ser396, anti-Ser356, a anti-Thr239). Kombinace téchto vysledk

potvrdila sekvencné fosforylovany produkt bez kontaminace volnymi kinasami.
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Tato prace poprvé prezentovala aplikaci dvou aktivnich kindz imobilizovanych na magnetickych
Casticich k sekvencni fosforylaci proteinu. Ve srovnani s volnymi enzymy bylo provedeni fosforylace
bylo také to, Ze s magnetickymi c¢dasticemi senzymy bylo moZné jednoduse ukoncitjednu

katalyzovanou reakci a zahdjit dalsi, s jinou proteinkinasou.

V praci (I-3) byla cilem kovalentni imobilizace hovéziho trypsinu (EC 3.4.21.4) na nové vyvinuté
superparamagnetické nanocastice s rliznou porozitou. U vSech nanocastic s trypsinem jsme sledovali
enzymovou aktivitu a hodnoty kinetickych konstant. Trypsin jako serinova endopeptidasa ma specifitu
na karboxylové termindlni strané proteint za lysinem (K, Lys) a argininem (R, Arg), pokud za nimi
nenasleduje Pro (P, Pro). Je ¢astym nastrojem enzymového Stépeni v proteomické analyze, v technice
peptidového mapovani, a také se vyuZivd v oblasti cileného studia heterogennich glykoproteind

(Burkhart et al. 2012).

Metoda peptidového mapovani spociva v proteolyze proteinl, rozdélenim peptidovych fragment(
chromatografickymi technikami a detekci peptidii metodami hmotnostni spektrometrie s ,time-of-
flight” (TOF) detektorem (MALDI-TOF, ESI-TOF) (Brandtzaeg et al. 2017, Korecka et al. 2004).
Hmotnosti peptidl jsou porovnany s databazemi, které obsahujici znamé proteinové sekvence.
V ptipadech analyzy makromolekul a pfi studiu posttranslacnich modifikaci proteinu je vyhodné vybrat
a studovat pouze jednoznacné charakteristické peptidy, tzv. signature peptidy (Riggs et al. 2001,
Brandtzaeg et al. 2017). Jejich identifikaci je umoznéna kvalitativni analyza vysokomolekuldrnich
(glyko)proteint, napt. pro prikaz zmén v jejich struktufe. Enzymové $tépeni vzorku proteinu a jeho
provedeni ovliviiuje UspésSnost vysledku v proteomické analyze. PouZiti imobilizovaného trypsinu na
pevny nosi¢ se povazuje za ucinny postup proti jeho autoproteolyze (Pinto et al. 2015). Podstatné je
také zkraceni doby potfebné ke stejné mife Stépeni volnym trypsinem (Fan et al. 2014). Kromé
nejCastéji vyuZivaného trypsinu jsou pouZivané také chymotrypsin, Lys-C, thermolysin, v kombinaci
s trypsinem a jinymi proteasami (Rombouts et al. 2013, Shangguan et al. 2015, Martinez-Esteso et al.

2016, Kartikeyan et al. 2022).

Porézni magnetické nanocastice (Fes0.@SiO,-NH,) s velikosti 100-200 nm byly pro vazbu trypsinu
v praci (I-3) pfipravené ve skupiné prof. Sedldka na Fakulté chemicko-technologické. Zavedeni
aminovych funkcnich skupin modifikaci (3-aminopropyl)triethoxysilanem (APTES) vyvaZilo aniontové
naboje na SiO; obalu magnetického jadra nanocastic. Vysledny povrch nanocastic tak zabranil moznym

nespecifickym vazbam molekul enzymu a jinych latek (Hodgson et al. 2004). Trypsin byl na nanocastice
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Obrazek 13. (a) Molekuldrni struktura trypsinu (Mr 26000 Da, 246 AA, glykoprotein, pankreas)
v komplexu s benzamidinem (Sedé), tj. kompetitivnim inhibitorem v aktivnim misté (obrazek
z Protein Data Bank: loss). (b) Schéma hydrolysy nizkomolekuldrniho syntetického substratu
BAPNA katalyzované trypsinem (databdze Brenda-enzymes.org).

navazan kovalentni vazbou metodou karbodiimidové chemie s EDC a sulfo-NHS, a pro zabranéni

autoproteolyzy byl chranén pfidavkem kompetitivniho inhibitoru benzamidinu (Obr. 13).

Miru aktivity a stabilitu trypsinu imobilizovaného na nanocasticich s odliSnou porozitou jsme sledovali
pomoci peptidového substratu BApNA (N-benzoyl-dl-arginine-p-nitroanilid). Céstice s trypsinem
s nejvétsi porozitou dosahovaly nejvétsi aktivity enzymu a s nizsi porozitou se také snizila mira
detekované enzymové aktivity. Stabilita imobilizovaného trypsinu po dvou tydnech skladovani byla
zcela beze zmén ve srovnani s aktivitou po imobilizaci. Také operacni stabilita po 4 cyklech se

substratem byla zachovang, s poklesem o 15 % z p(vodni aktivity.

Hodnota Michaelisovy konstanty Ky imobilizovaného trypsinu (0,399 - 0,658 mM) ve srovnani s volnym
trypsinem (1,244 mM) ukazovala na zvySeni afinity enzymu k substratu. Podobné vysledky
s imobilizovanymi proteasami jsme pozorovali v dalsi praci (Korecka et al. 2005) a u jinych autor(
(Mukhopadhyay et al. 2015, Liu et al. 2017). Snizeni hodnoty Ky u imobilizovanych enzym Ize vysvétlit
zakoncentrovanim substratu v blizkosti specifického povrchu nanocastic. Néktefi autofi vsak uvadé;ji
hodnoty Kv beze zmén (Sangeetha et al. 2008, Gonzales-Campo et al. 2012, Liu et al. 2017) anebo
hodnoty Ku vyssi (Baidamshina et al. 2020, Sun et al. 2017). Dalsi autofi zaznamenali pro papain

imobilizovany na chitosanové nanocastice v pfipadé nezménénych Ky hodnot vyznamny pokles hodnot
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dalsich kinetickych konstant Vimax a kcat. To zfejmé souviselo s omezenim flexibility enzymovych molekul

a pfistupnosti k substratu v disledku imobilizace (Baidamshina et al. 2021).

Miru proteolytické aktivity trypsinu imobilizovaného na nanocasticich jsme ovéfili technikou
peptidového mapovani pfi hydrolyze hovéziho a-kaseinu (1 mg/ml, molarni pomér proteasa/substrat
1:20, pfilaboratorni teploté). Analyza peptidovych frakci byla provedena detekci s MALDI-Orbitrap MS.
Peptidové fragmenty ziskané po 3 hodinach trypsinového Stépeni byly identifikovany s vysokou
hmotnostni presnosti. Pfi srovnani proteolyzy u a-kaseinu imobilizovanym a volnym trypsinem (se

sekvenacni kvalitou) nedoslo ke vzniku nespecifickych stépa.

Z vysledk( této prace vyplynulo, Ze proteinova hydrolyza imobilizovanymi proteasami s magnetickymi
nanocasticemi muze zkratit potfebny Cas z hodin na minuty. Ziskané peptidové smési nejsou
kontaminovany autolytickymi fragmenty trypsinu. Podobné tyto vyhody popisuji dalsi autofi (Burkhart

et al. 2012, Atacan et al. 2017, Zdarta et al. 2018).
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Blok Il — Magnetické enzymové a bioafinitni nosi¢e v mikrofluidnim usporadani

II-1 Slovakova, M., Minc, N., Bilkova, Z., Smadja, C., Faigle, W., Fltterer, C., Taverna, M., & Viovy, J.-L.
(2005). Use of self assembled magnetic beads for on-chip protein digestion.
Lab on a Chip, 5(9), 935. https://doi.org/10.1039/b504861c

Autorsky podil: 40%

Pfipravila jsem imobilizovany trypsin, rovnym dilem jsem se podilela na experimentech v mikrocipu a

vsadkové a na psani ¢lanku.

1I-2 B. Jankovicova, B., Rosnerova, S., Slovakova, M., Zverinova, Z., Hubalek, M., Hernychova, L.,
Rehulka, P., Viovy, J.-L., & Bilkova, Z. (2008). Epitope mapping of allergen ovalbumin using
biofunctionalized magnetic beads packed in microfluidic channels.
Journal of Chromatography A, 1206(1), 64-71. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2008.07.062
Autorsky podil: 30%

Podilela jsem se na vyvoji metodiky s IMER s enzymy a IMAR v mikrocipu a MS analyze peptidd, korekci

¢lanku

1I-3 le Nel, A., Minc, N., Smadja, C., Slovakova, M., Bilkova, Z., Peyrin, J.-M., Viovy, J.-L., & Taverna, M.
(2008). Controlled proteolysis of normal and pathological prion protein in a microfluidic chip.
Lab on a Chip, 8(2), 294. https://doi.org/10.1039/b715238h

Autorsky podil: 30%

Optimalizovala jsem metodu vazby proteinasy K, podilela se na proteolyze a analyze PrP, na psani

¢lanku.

Vyzkum enzymu imobilizovanych na magnetickych ¢asticich a jejich aplikace se rozsifily diky jejich
vyhodam, tj. opakované pouZitelnosti, prodlouzené Zivotnosti a snadné manipulaci s nimi i separovani
od produktu. MoZnost vyuZiti superparamagnetickych sférickych castic s enzymy v mikrofluidnim
zafizeni a miniaturizace katalyzy s pfesnym davkovanim a kontrolou pratoku kapalin, predvedla dal
ohromné ucinnosti ve srovnani s tradi¢nimi a velkoobjemovymi analytickymi systémy. K ucinnosti
katalyzy mikroreaktor( pfispéla velikost specifického povrchu mikrocastic, a z toho divodu bylo pro

tato zafizeni vyvijeno mnoho typl poréznich nosica.

24



Mikrofluidni systémy

Prace zafazené do Bloku Il (I-1, I-2 a I-3) byly mezi prvnimi ve vyzkumu v oblasti mikrofluidnich systém{
s fixovanymi magnetickymi enzymovymi reaktory, tzv. IMER, a magnetickymi afinitnimi reaktory, tzv.
IMAR. Od zacatkd se mikrofluidika s IMER a IMAR casem posunula k systémim oznacovanym jako
mikrofluidni systémy ,lab-on-a-chip”“ a ,microTotal Analysis System” (UTAS). Do dnesni doby se
objevilo mnoho usporadani mikroCipli a materidld, ze kterych jsou mikrofluidni ¢ipy vyrobeny (Li et al.
2007, Tarn et al. 2013, Kecskemeti et al. 2017, Ou et al. 2019). U&ely mikrofluidnich systémd
s enzymovou katalyzou jsou rlzné a jak shrnuji (Kecskemeti et al. 2018) a (Nagy et al. 2022), tato
katalyza reakci s imobilizovanymi enzymy je zadand. Tzv. magneticky enzymovy reaktorovy systém
s fluidnim loZzem vytvari mikrokolony, fixované magnetickym polem (Obr. 14). Z pohledu enzymové
kinetiky (difdze aj.) imobilizované enzymy v téchto systémech zdsadné ovliviuji Ucinnost enzymové
katalyzy. Mikrofluidika se od svého vzniku v 90. letech vyvinula ve vicestrannou technologii a
usporadani mikrofluidnich Cipl prosly stéle sloZitéjsimi fazemi s moduldrnimi systémy (Tabeling et al.
2004, Alexandre et al. 2022), v nékterych pripadech na ukor ceny analyz. Pfi vyvoji imobilizovanych
enzymovych mikrosystém( se v minulosti projevilo nékolik klicovych vlastnosti pro mikrofluidiku —
zvyseni vazebné kapacity enzymu, zlepSeni aktivity a stability enzymu, zvyseni analytické Gcinnosti a

citlivosti detekce a jejich vyvoj Sel smérem k postuplim se snadnym ovladanim.

Prikladem rozsiteni mikrofluidiky s IMER do lékafské diagnostiky byla vysoce uc¢inna proteinova analyza
ze suché kapky krve. Ultrarychly pracovni postup v mikrofluidnim reaktoru v praci (Wouters et al. 2017)
byl zaloZzen na mikrocCipu z cyklického olefinového kopolymeru v monolitu s trypsinem. Diky svym
vyhodam — nizké spotiebé vzorku, nizké cené, rychlé analyze, zpracovani velkého poctu vzorkl a
schopnosti integrace je pro separaci rliznych biochemickych molekul obecné pouzivana dalsi

mikrofluidni metoda, mikrocipova elektroforéza (Ou et al. 2020, Mikkonen et al. 2022). Jinym
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Obrazek 14. Miniaturizovana kolona (,,plug”) vytvorena fixaci superparamagnetickych mikrocastic

s enzymem (IMER) v prito¢ném kanalku. Vnéjsi magnetické pole s magnety v pozici, kdy se (a)
pfitahuji (Tarn et al. 2014), anebo (b) odpuzuji (Henken et al. 2012). Pouzito se souhlasem
nakladatell (RSC Publishing a John Wiley and Sons, cislo licence 5507791198805).
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konceptem mikrofluidnich Cipl jsou zafizeni na bazi hydrogelu. Tady aplikace mikrofluidiky ukazala, Zze
ma potencial i pro dlouhodobé monitorovani bunék v kulture. Kultivace bunék v rliznych mikrofluidnich
zafizenich vyrobenych z poly(dimethylsiloxanu (PDMS) je v experimentalni bunécné biologii stale
vlivu mikroprostfedi na buriky (Jiang et al. 2016). Dalsi vyvoj v mikrofluidice postoupil ke tkariovému
inZenyrstvi, napf. se zaméfenim na vyuziti svalovych bunék pro robotickou bioaktivaci/ biohybridni
robotiku (Raman et al. 2016). Jak se ukazalo, napf. v praci (Haase et al. 2017), pomoci mikrofluidniho
fizeni toku lze vyvinout tkan s jemnou strukturou a na Urovni mikroméfitka je mozna jeji regulace.
Jedna z novych moZnosti mikrofluidiky s IMER je jeji propojeni s pfipravou polymernich mikrovlaken.
Mikrovlakna s volitelnymi vlastnostmi byla pfipravena s kovalentné vazanymi enzymy v mikrofluidnim
systému z alginatu a polyakrylové kyseliny (Zhang et al. 2022). Vzhledem k tomu, Ze jsou rozméry
mikrofluidnich ¢ipa vhodné pro vétsinu biologickych vzork, véetné biomakromolekul a bunék, rozsifilo
se v poslednich dvou desetiletich pouzivani mikrofluidnich Cipd také v bioanalyze (Bilkova et al. 2006,

Sheng et al. 2012, Pereiro et al. 2017, Aljadi et al. 2019a, Khaparde et al. 2020).

V tématu vyvoje mikrofluidiky jsme se v préci (lI-1) zabyvali proteomickymi aplikacemi a kinetickymi
studiemi s IMER s trypsinem, podobné jako v prfedchozim bloku této prace. Prace (ll-2) na predchozi
navazala a metodou epitopového mapovani s IMER a IMAR ve spojeni s mikrofluidikou se podilela na
studiu diagnostiky alergii. Prace (lI-3) se s nové vyvinutym IMER s proteinasou K v mikrocipu zaméfila

na detekci a rozliseni patologickych prionovych molekul.

Cilem epitopového mapovani bylo odhaleni povrchové struktury (epitopu) ovalbuminu, kterd u
pacientl s alergiemi vyvolava tvorbu specifickych IgE anti-ovalbuminovych protilatek, a sniZovani
alergenicity pomoci peptidové imunoterapie. V metodé epitopového mapovani byl nejdfive alergen
proteolyticky nastépen a v druhém kroku byl specificky peptid vyvazan pomoci imunoafinitniho nosice

(tzv. imunoprecipitaci) (Obr. 15).

Odhalovani specifit protilatek je dileZité pro vyvoj imunoanalytickych metod pro detekci alergent
nejen ve zdrojovych matricich, ale také v potravinach (Jiang et al. 2022). Soucasné moznosti detekce
peptidl jsou dale zaloZzené na imunochemické detekci se specifickymi protilatkami metodou Western
blotu (Cheng et al. 2021). Dalsim divodem pro presné sledovani alergogennim epitopu je odhalovani
antigen(l vhodnych ve vyvoji vakcin. Tento reverzni vakcinologicky pfistup spolu s imunoinformatikou
jiz byl poufZit pro detekci potencialnich antigen( k vyvoji uc¢innych vakcin (Soltan et al. 2022, Cheng et
al. 2021) a i nadorovych vakcin (Cherryholmes et al. 2015). Velmi dulezité je presné odhaleni
alergogenniho epitopu, aby se predeslo zkfizené reaktivité diagnostickych protilatek proti alergenu,

falesné pozitivité a Spatné urcéené diagndze a klinické 1é¢bé pacientl (Luo et al. 2021).
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Obrazek 15. Metoda epitopové extrakce (pfevzato a upraveno podle Parker et al. 2000). Pouzito
se souhlasem nakladatele (Springer Nature, Cislo licence 5507791478971).

Spojeni mikrofluidiky a imunoafinitniho principu naslo svij potencial také v diagnostice alergickych
reakci v tzv. bazofilnim aktivacnim testu (miBAT). miBAT lab-on-chip zafizeni ma schopnost izolovat
bazofily, tj. krevni bunky zodpovédné za imunitni reakce a také za patogenezi zanétlivé alergické
reakce, a aktivovat je specifickym alergenem (Obr. 16) (Aljadi et al. 2019b). Mikrocipova technologie
miBAT byla schopnd méfit rlzné stupné aktivace alergenu na zachycenych bazofilech pomoci

kvantifikace exprese molekul CD63 (Aljadi et al. 2019a).

Obrazek 16. Mikrofluidni nastaveni zafizeni se sklada z injekéni pumpy pfipojené k mikrofluidnimu
zafizeni (mikrocCipu). Zvétseny rdmecek ukazuje rozméry zafizeni o délce 25 mm a 50 um x 4 mm
(v x 8) s celkovym vnitfnim objemem 5 pL (Aljadi et al. 2019b). PouZito se souhlasem nakladatele
(Oxford University Press, Cislo licence 5507800182920).
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Zvysenou ucinnosti reakci s IMAR, tj. fixovanymi specifickymi protilatkami imobilizovanymi na
magnetickych casticich v mikrocipu, se podstatné zkracuje Casova narocnost imunoprecipitace
(Mohamadi et al. 2010, Phurimsak et al. 2016). Tak napf. v jedné z uvedenych praci (Phurimsak et al.
2016) byla kvantitativni analyza C reaktivniho peptidu (CRP) metodikou enzymové imunoeseje ELISA
s vyuzitim IMAR dokonéena za pouhych 15 minut a s 15 pl vzorku. Magnetické mikrocastice se v
imunoafinitnich aplikacich diky poméru velkého specifického povrchu mikrocastic k objemu v kandlku,
s fadou funkénich skupin k vazbé ligand( a snadnou manipulaci reaktoru vnéjsim magnetickym polem,
staly velmi oblibenymi. V jiné praci bylo popsano zakoncentrovani izoforem amyloidu B z biologického
materidlu v mikrofluidnim zafizeni s rychlymi promyvacimi kroky, ¢imz se zvysila citlivost detekce
markeruv diagnostice Alzheimerovy choroby (Svobodova et al. 2012). Mikrofluidika hraje vyznamnou
roli prfi vytvareni jednoduchych uzivatelskych zkuSenosti pro odbér vzorkll a presné testovani
proteinovych biomarker(l. Také proto, Ze umozZnuje zpracovani vzorkd, ve kterych jsou markery

zastoupené ve velmi nizkych koncentracich (Nagy et al. 2022).

Jednim z biomarkerd prionového onemocnéni Creutzfeldt-Jakobovy choroby je patologicky prionovy
protein PrP%¢ (tzv. scrapie prion, také PrP™), s expresi na neuronech v mozkové tkdni. Jako biomarker
se muze v nizkych hladinach vyskytovat v mozkomisnim moku. Standardem konecné diagndzy
prionovych onemocnéni je post-mortem detekce patologického prionového proteinu PrP>, tedy
proteasa rezistentni formy, metodami imunohistochemie a Western blotu (CJD. Centers for disease
control and prevention, 2023). Odliseni od fyziologického bunécného PrP¢ spociva v jejich odlisné
pristupnosti k hydrolyze béZznymi proteasami a proteinasou K (McKinley et al. 1983, Prusiner 1998,
Kushnirov et al. 2020). Patologické priony jsou infekéni podskupinou amyloid( a predstavuji fibrilarni
agregaty s pravidelnou strukturou. Jedna se o bilkoviny, které jsou v normalnim stavu PrP¢ bézné
degradovatelné. V amyloidni formé je celd nebo ¢ast polypeptidové sekvence proteinu odolna vidi
pUsobeni proteinasy K. Hydrolyzou priond proteinasou K se zjistilo, Ze se rlizné strukturalni varianty
amyloidd mohou lisit ve velikostech (Vazquez-Fernandez et al. 2016). Proteinasa K (EC 3.4.21.62), je
extracelularni alkalicka serinovd endopeptidasa ze subtilisinové rodiny, izolovana z Tritirachium Album
Limber a pojmenovand podle schopnosti $tépit nativni keratin (Ebeling et al. 1974). Proteinasa K je
primarné specificka v hydrolyze proti aromatickym nebo hydrofobnim aminokyselinovym zbytkiim na
karboxylové strané. Proteinasa K stabilizovana imobilizaci v mikropritokovych reaktorech a sklenénych
kapilarach je vyuZivana ve vyzkumu priond, v proteomickym studiim a k degradaci proteinovych

necistot pfi izolaci nukleovych kyselin z biologickych vzorkd (Kichler et al. 2015).

Prikladem mikrofluidni aplikace je detekce biomarkeru interleukinu 6 (IL-6) v krvi, kterd ma vyznam v
diagnostice zanétu a nadorovych zmén v organismu. Modularni mikrofluidni pfistup smérem k lab-on-

chip , stzv. fluidizaci magnetickych mikrocastic umoznil specifickou extrakci, prekoncentraci a
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fluorescencni detekci IL-6 pfimo na Cipu. Osetfenim magnetickych castic proti nespecifické sorpci a
jejich fluidizaci v mikrocipu (ve srovnani s jejich fixaci) se dosahlo dvojnasobného zvyseni limitu
detekce a velkého dynamického rozsahu (10 pg/ml az 2 ng/ml) ve srovnani s konvenénimi metodami

(Alexandre et al. 2022).

Lab-on-chip

Mikrofluidni ¢ipy a tzv. ,lab-on-a-chip“ a ,microTotal Analysis System“ (UTAS) oznacuji miniaturizovana
analyticka zafizeni, ktera mohou integrovat vice funkci, jako pfipravu vzorku, separaci latek i detekce
na jediném mikroCipu (Obr. 17). Vyjimecnymi prednostmi téchto mikrocipl jsou prenosnost, presna
kontrola pratoku kapalin, velmi mala spotfeba vzorkd a zpracovani velkého poctu vzorkl najednou
(,,high throughput”). Nejjednodussi zplGsob kontroly pritoku roztokl kandlkem je pouZiti pfesnych
injekénich mikropump. To umoziuje provadéni fizené proteolyzy jednoduchym, reprodukovatelnym a
snadno ovladatelnym zplsobem (lI-3). Sofistikovanéjsimi zpUsoby fizeni pratoku v mikrofluidnich
zafizenich a integrovanych analyz se zabyva nékolik spolecnosti, napf. Fluigent, LabSmith, CETONI,
Dolomite, ELVESYS aj. Vyhodou automatizace systému je, Ze reakéni vystupy lze fidit optimalizovanymi

pratoky a je dosazeno vysoké opakovatelnosti (Viovy, 2011).

Zpusob fixace imobilizovanych enzymu

Mikrosystémy zalozené na magnetismu vyuZzivaji velkého poméru funkéni povrchové plochy k objemu
magnetickych sférickych ¢asticemi s imobilizovanymi ligandy, coZ zvysuje citlivost analyz. Pro u¢innou
katalyzu enzymovych mikroreaktorl je podstatny velky specificky povrch, i proto systémy pouzivaji
nékteré typy pevnych poréznich nosicl. Integrace enzymového mikroreaktoru do mikrocipu poskytuje

vySSi ucinnost reakce, a to diky snizenym difdznim vzdalenostem, zkracuje dobu analyzy a spotieby

Mikrofluidni fizeni
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Obrazek 17. Schéma analytickych krokd v mikrofluidnim zafizeni s IMER a off-line MS detekci.
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vzorku a umoZznuje automatizaci (11-3). Magnetické sily vyuzivané v mikrocipech maji tu vyhodu, Ze jsou
do znac¢né miry nezavislé na teploté, pH a povrchovych nabojich. Do tésné blizkosti mikrokanalu jsou
aplikovany prostrednictvim externich elektromagnetl (Heinzler et al. 2018, Ou et al. 2019) anebo
pomoci magnetli z neodym-Zeleza-boru (NdFeB) (Bilkova et al. 2006). Analyzy v mikrosystémech
s ¢astiemi zahrnuji napf. integrované biochemické reakce (Hernandez-Neuta et al. 2018, Comamala et
al. 2021), imunoafinitni separace (Phurimsak et al. 2016), i moZnosti kvantifikace bakterii (Pereiro et
al. 2017). Dalsi typy miniaturizovanych systém( vyuZivajici imobilizované enzymy, maji usporadani
kapilarniho elektroforetického mikrocipu s ¢asticemi nebo bez (Blanes et al. 2007, Liu et al. 2020), IMER
v kapildfe z taveného kiemene (Matosevic et al. 2010), a porézni monolitické porézni nosice s IMER

(Krenkova et al. 2013).

Materialy mikrocip

| v takto dobfe prostudované oblasti mohou nastat problémy spojené s ulpivanim ¢astic na vnitrni
stény mikrokanalk(l a hadicek. Také mohou byt provazené nespecifickou adsorpci proteinl a bunék na
Castice (Kucerova et al. 2014). Za touto nespecifickou sorpci protein( stoji predevsim iontové vodikové
vazby, a dalsi, jako hydrofobni sily a elektrostatické vazby (Li et al. 2016). Pro minimalizaci téchto
nedostatkd existuji dvé hlavni strategie. Jedna se o Upravu povrchu vnitfnich stén mikrofluidniho
zafizeni a povrchu samotnych ¢astic. Snizeni nespecifické vazby protein( ze vzork(l na mikrokanalky

hydrofilnimi [atkami a polymery umozini sniZit Sum pozadi pti méreni signdlu a tim zvysi citlivost testu.

Castym materidlem pouzivanym pro vyrobu mikrofluidniho &ipu je polymer PDMS. Pro préaci s proteiny
ma ale nepfijatelné vysoké hodnoty nespecifické adsorpce. VétSina metod urcenych ke snizeni
adsorpce/ztraty proteini na PDMS spocivé v kratkodobém zvyseni hydrofilnosti oxidaci povrchu (napf.
plazmou), vazbou nebo absorbci dalSich polymerd anebo pro dlouhodobéjsi ucinek aplikaci vhodnych
peptidd s hydrofilnim povrchem (Ma et al. 2000, Yu et al. 2015, Song et al. 2020). Povrchova Uprava
magnetickych ¢astic je mozna pomoci hydrofilniho PEG, jesté pred jejich zavedenim do Cipu (Kucerova

et al. 2014). Poufziti polymer( také zvyysuje koloidalni stabilitu samotnych ¢astic.

Detekce produktu

V systémech mikrocipové analyzy s IMER se dosahuje velmi Ucinné analyzy s nizkymi koncentracemi
vstupujicich latek i produkt(, a proto je pro citlivou detekci ¢asta a vyhodna kombinace s hmotnostnim
spektrometrem (Obr. 18). V tomto spojeni se Cipy pouzivaji pro predupravu vzorkl véetné hydrolyzy

analytu (proteinu) (Comamala et al. 2021), k zakoncentrovani analytu a také k odstranéni matricovych

30



a (]
Cerpadlo IMER ventil LCkolona  UV/MS
IMER
b o L]
Cerpadlo  ventil LC kolona uv/mMs
CE kapilara CE kapilara

e UV detekce
IMER | IMER® &]ESI sprayer

MS detekce

Obrazek 18. Schematicky nakres online konfiguraci IMER kombinovanych se separaci zaloZzenou na
(a, b) kapalinové chromatografii (LC) anebo (c) kapilarni elektroforéze (CE) s UV a MS detekci (Nagy
et al. 2022).

materiald (Chen et al. 2010). Krokem k moZné automatizaci analyzy v mikrofluidnim systému bylo jeho
pfipojeni k hmotnostnimu analyzatoru s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS) (Le Nel a Foret, 2008).
Vzhledem k tomu, Ze detekce latek technikou MALDI MS vyZzaduje, aby byly analyty pred analyzou
naneseny na desticku a ko-krystalizovany se specialni matrici, neni mozné provadét on-line v rezimu
kontinudlniho toku. Pfesto se objevuji prace (Zhang et al. 2018), ve kterych je popsana integrovana
platforma pro kvantifikaci proteomu s kombinaci on-line Stépenim, izotopovému znaceni peptidl
dimethylem a vicerozmérnou separaci. Vyzvami je pfekondni experimentalnich podminek — materialy
mikrocipu, rozpoustédla pro vzorky, tlak, nebo elektrické pole (Comamala et al. 2021). Jinymi
moznostmi detekci produktl v mikrofluidnim reaktoru s IMER jsou UV-Vis (Ender et al. 2016) nebo

elektrochemicka detekce (Cheng et al. 2010, Sheng et al. 2012).

Prace (lI-1, 11-2, 11-3) popisuji vyvoj a aplikace mikrofluidnich Cipl s imobilizovanymi enzymovymi a
imunoafinitnimi reaktory (IMER, IMAR). Cilem vyvoje bylo vytvoreni komplexniho mikroanalytického
systému (tzv. UTAS) v proteomickych aplikacich. Mikrofluidni systém s kandlkovou strukturou o
velikostech od 50 mikrometr( byl vyroben technikou mékké litografie z PDMS (prehled v Whitesides
et al. 2001). Mikrofluidni kandlek s rozméry 1 mm x 0,25 mm x 20 mm ($ x v x d) byl umistény mezi
NdFeB magnety v pozici, kdy ke kandlku sviraji ihel 30° a odpuzuji se (Obr. 19). Magnetické ¢astice
v kandlku v paralelnim sméru k pratoku kapaliny vytvofily mikrokolony, které si zachovaly nizkou
hydrodynamickou rezistenci. Ke snizeni nespecifické sorpce na PDMS byl povrch kanalku nejprve

oSetfovan plazmou a pozdéji potazen akrylamidem po UV-indukované polymerizaci (Ma et al. 2000).
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Substrat prochazi prostorem s
magnetické pole Casticemi k detekci

Obrazek 19. Fixace magnetického IMER v mikrocipu (A, B, C) do samoorganizované struktury
mikrokolon (lI-3) a (D) do magnetickych fluidizovanych lozZi. Ta jsou zaloZena na homogenni fixaci
magnetickych castic v mikrofluidické komore. Tazna sila z trvalého magnetu v Usti mikrokandlku

pUsobi vytrvale na ¢astice oproti pratoku kapaliny v mikrokanalku (Alexandre et al. 2022).

Toto jednoduché zafizeni obsahovalo jeden vstup do kandlku pfipojeny hadickou k mikrostfikacce
s objemem 0,5 ml (Obr. 19A) a pritok mobilni faze byl fizen injekéni mikropumpou. Magneticka sila
v tomto mikrocipu byla rozloZena po celé délce kanalku. Superparamagnetické ¢astice s enzymy anebo
protilatkami byly po optimalizaci vyvoje Cipu v kanalku koncentrované v oblasti mezi magnety a
vytvarely samoorganizované mikrokolony (Obr. 19.B, C). Kompaktni Utvar zachycenych ¢astic (zatky)
v kanalku vytvofila lokdlné zvySena hodnota magnetické sily. Tento systém byl univerzalni, a jeho
znac¢nou vyhodou byla snadna vyména alikvotu ¢astic s IMER. Geometrie polohy magnet( fixujicich
magnetické ¢astice v mikrokanalku pfimo ovliviiovala miru uchyceni magnetickych ¢astic v kandlku (lI-
1). Vdalsi praci jsme prokazali, Ze citlivost enzymové reakce pfimo souvisela s mirou uchyceni

magnetickych ¢astic (Bilkova et al. 2006).

V praci (ll-1) jsme studovali Ucinnost proteolyzy, kterd byla provedend v optimalizované strukture
mikrofluidniho Cipu s trypsinem imobilizovanym na magnetické latexové ¢astice (626 nm, karboxylové
skupiny, 46 emu/g, karbodiimidova aktivace s EDC a sulfo-NHS). V prvni sadé experimentl v mikroCipu
byla porovnana hydrolyza peptidového substratu BApNA imobilizovanym trypsinem ve vsadkovém

usporadani a detekci peptidd MALDI-TOF MS. Podle rozmér( alikvotu IMER ¢astic s trypsinem (0,5 mg)
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v kandlku a pratokové rychlosti substratového roztoku 20 pl/h byla stanovena délka kontaktu enzymu
se substratem, tzv. rezidencni ¢as Tr = 141 s (2,35 min). Integrace imobilizovaného enzymového
reaktoru do mikrocipu dosahla vyssi ucinnosti katalyzované reakce, diky snizené difuzni vzdalenosti,

zkraceni doby analyzy, snizené spotifebé vzorku a mozné automatizaci systému.

Kinetické konstanty IMER s trypsinem prokazaly ve srovnani se vsadkovym usporfadanim 100nasobné
zvyseni rychlosti katalyzy. Kinetickd konstanta Michaelis-Mentenové Ky pro IMER s trypsinem byla
naopak 67x zvySena (se snizenim afinity enzymu k substratu). MoZznym vysvétlenim pro zvyseni Ky byla
ztrdta pfistupnosti substratu pro enzym (potvrzuje to i sniZzeni hodnoty ki), ziejmé zplisobend
vméstnanim magnetickych &astic uvnitf kolon. Podobné vysledky s mikrofluidnim cipem s IMER
(alkalicka fosfatasa, fluorescencni nizkomolekularni substrat) byly pozorovany také jinymi
autory, 6nasobné zvyseni kinetické konstanty Ky a 28ndsobné snizeni k..t (Kerby et al. 2006). V jiné
praci byla hodnota rychlostni konstanty Ku v mikroCipu oproti vsadkovému usporadani snizena, pfi
obdobném trendu mirné nizsi ket. Vysvétleni je nejspis opét ve vyznamném prispévku difuznich acinki

ve vsadkovém usporadani (Ender et al. 2016).

V mikrofluidnim Cipu byla dale provedena proteolyza rekombinantniho lidského ristového hormonu s
analyzou peptidl v kapilarni elektroforéze (CE) i MALDI-TOF MS. Zde se také prokazala vyssi aéinnost
a reprodukovatelnost, ve srovnani se vsadkovym usporadanim a klasickymi podminkami
s imobilizovanym trypsinem. Se zménou rychlosti pritoku substratu v kandlku jsme studovali rozsah
proteolyzy v zavislosti na délce rezidencniho ¢asu T, (s hodnotami od 141 s do 564 s). Podobné
sekvencni pokryti (pfiblizné 44 %) bylo ziskano analyzou peptidd MALDI-TOF MS uZ po 10 minutach v
mikroCipu a po 4 h s volnym trypsinem ve vsadkovém uspofadani, a to bez pritomnosti
autoproteolytickych fragmentl enzymu. Jednim ze zavéra této prace bylo zkraceni potfebné délky
Stépeni proteinu pomoci IMER v mikrocipu z hodin na desitky minut, ke kterému pfrispéla vyznamna

zména molarnich pomérl protein: enzym (S: E).

Ve shodé stémito vysledky jini autofi s IMER s trypsinem v monolitické porézni koloné sledovali
vysokou Ucinnost enzymového stépeni bilkovin, také s vyssi rychlosti a reprodukovatelnosti (Ruan et
al. 2016). V praci dalSich autord byly v souvislosti s Uc¢innosti IMER s lipasou v mikroc¢ipu zkoumany
ucinky intenzity magnetického pole a rychlosti proudéni kapaliny na inhibici acylacni reakce. Pri aplikaci
stfidavého magnetického pole, ve kterém se magnetické momenty magnetickych nanocastic otacely
ve sméru pole a magnetické nanocdstice se chovaly jako mikroskopickd michadla, pfi kontinudlni reakci

pfi vysokych koncentracich substratu nedochdzelo k inhibici reakce (Ou et al. 2019).

Prace (11-2) se zabyvala pfipravou a zakoncentrovanim alergogennich peptidd z ovalbuminu pomoci

imunoafinitniho IMER a IMAR v mikrofluidnim Cipu, a naslednou analyzou hmotnostni spektrometrii.
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Pocet pripadl s potravinovymi alergiemi ve svété dlouhodobé stoupd, a metoda epitopového
mapovani potravnich alergend tak ma potencial v prevenci, diagnostice i terapii. Pro pfipravu IMAR s
anti-ovalbuminovymi protilatkami a IMER s imobilizovanymi proteolytickymi enzymy (trypsin,
proteinasa K, alfa-chymotrypsin, pepsin) byly zvoleny magnetické neporézni SiO, mikrocastice (1 um,
karboxylové, hydrazidové skupiny, Chemicel). Nejucinnéjsim proteolytickym enzymem k ovalbuminu,
proteinu se zndmou vysokou odolnosti k proteolyze, byl zvolen hovézi trypsin s 24 teoretickymi
fragmenty. Pro izolaci specifického peptidu byly k orientované imobilizaci anti-ovalbuminovych
protilatek zvoleny magnetické castice s funkéni hydrazidovou skupinou. Jejich imunoprecipitacni
ucinnost s ovalbuminem byla srovnana s protildtkami imobilizovanymi na karboxylové ¢astice
neorientovanou vazbou. Analyza peptidl hmotnostni spektrometrii s kvadrupdlovym TOF detektorem
(Q-TOF) a MS/MS sekvenace potvrdily pfitomnost izolovaného epitopu. Mikrofluidni hydrolyzou se
tedy potvrdilo, Ze peptid (371-382 AA) z ovalbuminu odpovidal sekvenci alergogenniho epitopu 347-
385 AA. Z literatury se dale potvrdilo, Ze specifické IgE protilatky zamérené proti tomuto peptidu jsou

odpovédné v patogenezi alergického procesu (Honma et al. 1996).

Identifikace imunogennich epitopl alergen (tj. alergennich epitopll) ma velky potencial v
|éCbé potravinovych alergii, napt. v pripravé vakcin na bazi peptidd. Jak je uvedeno v souhrnu (Zhou et
al. 2021), velké mnoZstvi epitopl nebylo dosud identifikovano. Nové technologie mapovani epitopu
nejen alergen(l, porozuméni identifikace epitopl a vytvoreni systematickych a komplexnich databazi

jsou porad aktuadlni.

Krok smérem ke zvys$eni citlivosti rozliseni patologického prionového proteinu PrP* od fyziologického
PrP¢ byl v praci (lI-3) vyvinut mikroreaktor s imobilizovanou proteinasou K. K imobilizaci proteinasy K
jsme poufZili nékolik druhG magnetickych mikrocastic s karboxylovou funkéni skupinou a odliSnymi
polymery (hydrofilni styrenovy copolymer, alginova kyselina, latex). Pomoci spektrofotometrické
detekce specifické enzymové aktivity s peptidovym substratem sukcinyl-Ala 3-p-nitroanilidem jsme
optimalizovali reakéni podminky imobilizace proteinasy K (reakéni pH, teplota a ¢as, koncentrace EDC,
sulfo-NHS). Skladovaci a operacni stabilita imobilizované proteinasy K dosahovaly hodnot 100 % a 68
% z plvodni aktivity po imobilizaci. Kinetické konstanty Michaelis-Mentenové Ky imobilizované
proteinasy K vykazovaly srovnatelné hodnoty z vsadkového a mikrofluidniho usporadani. Hodnota Vimax
enzymové reakce pro imobilizovany enzym v mikrocCipu i vsadkové byla nizsi ve srovnani s volnym
enzymem. Vysvétleni spociva pravdépodobné v disledku omezené difize molekul substratu na povrch
Castic a k aktivnim mistim imobilizovaného enzymu. Pokles ke, tj. maximalni rychlost V. délena

koncentraci enzymu (pro experiment v mikrocipu) byl do zna¢né miry kompenzovan zvysSenim
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koncentrace enzymu a snizenou difuzi substratu. Konfigurace reakce v mikrocipu presto vedla k velmi

vysokym rychlostem hydrolyzy imobilizovanym enzymem ve srovnani s vsadkovym systémem.

Po predchozim ovéreni citlivosti integrovaného mikrofluidniho enzymového reaktoru IMER
s proteinasou K s modelovym proteinem (lidsky rlistovy hormon) byl systém aplikovan k proteolyze
ovéiho prionového proteinu PrP* s vy$3i expresi v my$im mozkovém homogenatu. Rozsah proteolyzy
jsme studovali v ¢ase se zménou rychlosti pritoku v kanalku a off-line detekci pomoci Western blotu
se specifitou proti C-koncové doméné prionu (AA 145-152). Systém jsme validovali porovnanim stépeni
patologického PrP* s fyziologickym PrPc. U&innd reakéni kinetika v mikrocipu s IMER s proteinasou K
umoznila Uplné rozliSeni normalni a patologické formy PrP béhem nékolika minut. Pro srovndni ke
stejnému vysledku ve vsadkovém systému je potfebnych nékolik hodin. Tento vysledek ukazal, Ze
mikrocCipovy systém byl vyrazné citlivéjSi nez aktualné pouZzivané metody a ma velky potencial pro

vyhledavani PrP v biologickém materialu Zivych organisma i v nizkych koncentracich.
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Blok Ill — Nanovlakenné nosi¢e enzymU v biomediciné

I1-1 Srbova, J., Slovékova, M., K¥ipalova, Z., Zarska, M., Spackova, M., Stranska, D., & Bilkova, Z. (2016).
Covalent biofunctionalization of chitosan nanofibers with trypsin for high enzyme stability. Reactive
and Functional Polymers, 104, 38—44. https://doi.org/10.1016/].reactfunctpolym.2016.05.009
Autorsky podil: 55 %

Pfipravila jsem koncept prace, a podilela se na ptipravé a charakterizaci nanovlaken s trypsinem a na

pfipravé publikace.

llI-2 Slovakova, M., Kbhlerova, R., Dvorakova, P., Vanova, V., Spackova, M., & Munzarova, M. (2022).
Clostridial Collagenase Immobilized on Chitosan Nanofibers for Burn Healing.
Military Medical Science Letters, 91(4), 324-334. https://doi.org/10.31482/mmsl.2022.012

Autorsky podil: 55 %

Pripravila jsem koncept prace a imobilizovanou kolagenasu, biochemické a kinetické experimenty,

napsala jsem publikaci.

S objevem nanotechnologii se k vazbé protein(, enzymu a léCiv zacaly rozsifovat nanomaterialy jako
nanovldkna, grafen, nanocastice aj. (Deshapriya et al. 2014, Hou et al. 2018, Bhokisham et al. 2020).
Metodami pripravy nanovldken jsou elektrostatické zvlaknovani (,elektrospining”) a centrifugacni
spradani polymer(. Struktura nanovlaken ma skvélé vlastnosti, a nejen k vazbé ligand(l (Greiner et al.
2007). K primyslové vyrobé nanovldken a k vétsimu uplatnéni doslo az po roce 2005, kdy byla
patentovéana technologie pro bezjehlovy, vysokonapétovy elektrostaticky proces, znamy pod znackou
Nanospider (Jirsak et al. 2005, Lukas et al. 2008). Dnes se nanovlakna uplatfiuji v mnoha oborech,
napfiklad ve filtraci, textiliich, senzorech, optice, katalyze, a intenzivné studuji v biomediciné pro

dodavani latek/Iék(, obvazech ran a tkanovém inzenyrstvi.

Pfi studiu nanovlakennych obvazovych materidld a chirurgickych stehl se zjistilo, Ze samotné
nanostrukturni topografie jsou prinosné pti snizovani mikrobidlni kolonizace a proti tvorbé biofilmu
v ranach (Serrano et al. 2015). Pfirodni polymery jako celulosa a chitosan v této souvislosti poskytuji
potfebnou vlihkost, zvySuji proliferaci imunitnich bunék proti mikrobialni infiltracia v pfipadé chitosanu
s antibakteridlni a antibiofilmovou aktivitou tim pomdhaji urychlit proces hojeni (Sofi et al. 2021,
Baidamshina et al. 2021, Bryan et al. 2022, lll-2). Chitosan je pro zvlaknéni ziskavan deacetylaci chitinu
z rostlinnych a Zivocisnych zdroja. Pri aplikaci nanomateridlu s navazanymi latkami na ranu dochazi
za urcitych podminek pH a teploty v ranach k uvolfiovani latek. Praveé sniZzené pH se nachazi u nékterych

fyziologickych a patologickych déjl, naptiklad u zanétu (Meamar et al. 2021).
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VyuZiti proteolytickych enzym( v enzymovém debridementu, tj. k vycisténi hdre se hojicich anebo
infikovanych ran, je doloZeno od 60. let 20. stoleti (Chambers et al. 2003, Bott et al. 2007, shrnuto také
v Ramundo a Gray, 2008). Na tkanové urovni spociva v naruseni nekrotické tkané v rané proteasami a
podpofe migrace bunék potfebnych pro granulaci a reepitelizaci. Typickymi enzymy pouZivanymi
v debridementu jsou serinové proteasy, kolagenasa, papain, bromelain (Payne et al. 2008, Shi et al.
2010, Gilligan et al. 2017). Terapeutické aplikace kolagenasy v podobé masti stépi kolagen v nekrotické
tkani (chronické rany, popaleniny, viedy, Dupuytrenova kontraktura, poruchy jizev) a pfitom selektuji
zdravé tkané (Shekhter et al. 2019). Spojeni proteas s antimikrobnimi polysacharidovymi nosici
uplatiiuje svlj potencidl vregenerativnhi mediciné. Nejvice sklofiované jsou jejich aplikace pfi

popaleninach, koznich ranach a pfi vyskytu dekubitl pti diabetu (Bayat et al. 2021).

Vlastnosti nanovlaken
Porézni struktura nanovlakennych vrstev pfipomina strukturu extracelularni matrix (Obr. 20). Jako
nosice imobilizovanych biomolekul maji nanovlakna ohromny pomeér povrchu k objemu (Hirsch et al.

2018, Tahmasebi et al. 2023). Typicky specificky povrch nanovlaken je s priimérem jednotlivych vldken

CHy=O-H Deacetylace CHp~O-H
\o/i'—”:\/
CHz-C-0 o}
3 - v e

o O-H

Acetat celuldzy

Obrazek 20. Nanovldkna z celulosy lze pfipravit z acetatu celulosy s naslednou deacetylaci. Celulosa
a jeji derivaty jsou jednou z idedlnich matrici, jsou netoxické, obnovitelné, biologicky rozlozitelné a
biokompatibilni. Rozméry nanovlaken pfiblizné 200 nm, pofizeno pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu Quanta 200 od firmy FEI (laskavé poskytla Mgr. M. Spackova z Elmarco

s.r.o., Liberec).
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pfiblizné 500 nm 10 m?/g a 1000 m?/g s pramérem vldken pfiblizné 50 nm. To vede k mnohem vys$si
kapacité pro vazbu ligand(, ve srovnani s ostatnimi formami polymernich nosi¢i (napf. ¢astice nebo
filmy) (Oliveira et al. 2021). Porozita nanovrstev umoziuje ligandim i rozpoustédlim snadnou difuzi,
coz v disledku muze vést k vysoké koncentraci vazanych ligandl. V pfipadé vazby enzymi je podle
raznych autord mira enzymové aktivity nepfimo imérna priméru velikosti jednotlivych vlidken. Zvyseni
enzymové aktivity tak lze pfisoudit snizenému poctu interakci mezi enzymy na povrchu materidlu

(Talbert et al. 2013, Shang et al. 2009, Correira et al. 2022).

Vazba ligandu

Volba zplsobu vazby proteinl, enzymU a jinych latek na pfipravenad nanovlakna se fidi funkénimi
skupinami nosice, stejné jako u predchozich material( ¢astic (popsano v Bloku 1) (Medina-Castillo et
al. 2022, Zhang et al. 2022). Podminkou pro ndsledné biomedicinské aplikace je zajisténi
kompatibilnich a netoxickych latek pti pfipravé nanovldken i pfi vazbé ligand(. U jiz pfipravenych
nanovlaken muize probéhnout imobilizace enzym( do povrchovych vrstev fyzikalni adsorpci anebo
kovalentni vazbou (Medina-Castillo et al. 2022, EI-Moghazy et al. 2016). Vyhoda pevné vazanych
proteas spociva predevsim ve stabilizaci autolytickych procest (Pinto et al. 2015, 1lI-1, 111-2). Jinou
metodou vazby je enkapsulace / zapouzdfeni enzym( v pribéhu procesu zvldkriovani polymeru,
protoze nezvysuje riziko pouZiti toxickych aktivator( nanovlakenné vrstvy (Qu et al. 2013, Wong et al.
2014, Pinto et al. 2015, Shoba et al. 2017). Vyhodna je inkorporace latek do nanovlaken ve formé ¢astic

a nanocastic (Bryan et al. 2022, Ghosal et al. 2021).

Adsorbované a enkapsulované enzymy mohou byt z nanovlaken postupné uvolriované difuzi, a dalsi
uvolnovani ligand( souvisi s rozpadem biodegradabilnich polymer( (Zhang et al. 2022, 1lI-2). Pokud
jsou nanovrstvy hydrofébni, umozZni to zpomalené uvolfiovani bioaktivnich latek. Mira hydrofobicity,
tedy elektrostatického naboje, je mozné ovlivnit povrchovou Upravou napt. plazmou (Hirsch et al.
2018). Podle zamyslené aplikace tkanového inzenyrstvi (ndhrada v klzi, vypln kosti apod.) nemusi byt
vrstvy nanovldken slécivy a jinymi ligandy biodegradabilni - napf. kompozitni nanovldkna
z PCL/PVA/chitosanu, PCL/kolagenu, alginat/chitosan/kolagen/hydroxyapatit (Mohammadi et al.
2007, Tillman et al. 2009, Yu et al. 2013).

Ucelem vyvoje nanovlaken z chitosanu s trypsinem se v praci (llI-1) byl kryt k hojeni ran a zamé¥il se na
podminky pripravy samotnych nanovlaken a zpUlsob a optimalizaci vazby trypsinu. Hovézi trypsin byl
pouzit jako modelova proteasa, u které je dobfe prostudovany proteolyticky efekt a jednoduchy

zpUsob sledovani enzymové aktivity. Chitosanové nosice byly pfipraveny bezjehlovym elektrostatickym
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zvldknénim s vahou 1,0-2,8 g/m? plochy. Pro vazbu trypsinu jsme zvolili nékolik zpGsobti kovalentnich
vazeb a optimalizovali podminky — vice variant karbodiimidové aktivace trypsinu s EDC a sulfo-NHS,

jodistanovou oxidace hydroxylovych skupin chitosanu a adsorpci.

Pouze jednokrokova varianta karbodiimidové vazby trypsinu dosahla vysoké enzymové aktivity a
stability nad 90% z plvodni enzymové aktivity po 4 tydnech skladovani aktivity. Také operacni stabilita,
sledovana v jednom dni, byla zachovana z 97% plivodni enzymové aktivity. Metoda adsorpce trypsinu
poskytla ve srovnani s hodnotou aktivity imobilizovaného trypsinu pfiblizné 1 % enzymové aktivity.
Z dlivodu zamyslené in vivo aplikace chitosanovych nanovlaken s trypsinem na rany bylo ovéreno, Ze
se savC¢i bunécénou linii Hela v in vitro testech se neprokazala cytotoxicita. Také v in vivo intradermalnich

testech drazdivosti u kralik( nebyla zaznamenana Zadna reakce.

Vysledky této prace potvrdily predpoklad, Ze nanovlakna z chitosanu mohou slouzZit jako vynikajici
nosi¢e pro imobilizaci enzyml. Zejména tehdy, jestlize je kaZidy krok imobilizace dlkladné
optimalizovan, aby nedochdzelo k rozpousténi ¢i rozpadu nanovldkenné struktury. Technické feseni
této prace bylo v dubnu 2014 zapsano jako uZitny vzor (Stranska et al. 2013). Realizace vysledk(l v praci

byla evidovana jako funkéni vzorek (Stranska et al. 2014) v oboru Farmakologie a Iékarnicka chemie.

Prace (lll-2) navazala na predchozi optimalizované postupy s nanovlakny a na chitosanova nanovlakna
byla karbodiimidovou metodou s EDC a sulfo-NHS kovalentné navazana klostridialni kolagenasa (EC
3.4.24.3). Cilem bylo vyvinuty nanomaterial s kolagendzou aplikovat lokdlné na popaleninach u
potkanl. Kolagenasa je metaloproteasa (molekulovd hmotnost 70-120 kDa), kterd je vyuzZivana
k Setrné, ale ucinné disociaci tkani's proteolytickymi Ucinky proti kolagenu a je icinnou latkou v klinické
aplikaci k enzymovému debridementu v popaleninach (Nordmark-pharma). Podminky imobilizace byly
optimalizovany a pro dalsi vazby byla zvolena koncentrace enzymu s nejvyssi detekovanou enzymovou
aktivitou stanovenou pomoci nizkomolekularniho PZ-peptidu (Obr. 21). Skladovaci stabilita
imobilizované kolagenasy byla beze zmén po dobu 4 tydnd, vysuseni nanovlakenné membrany vedlo
ke snizeni enzymové aktivity pouze o 2%. Hodnoty kinetickych konstant Michaelis-Mentenové Ky a
Vmax imobilizované kolagenasy vykazovaly zvyseni afinity enzymu k PZ-peptidu, se sou¢asnym snizenim

maximalni rychlosti Viax.
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Obrazek 21. Metoda stanoveni enzymové aktivity kolagenasy z Clostridium histolyticum -
Hathewaya histolytica (bakteridlni protein, Mr 126242 Da, 1118 AA). Hydrolyza syntetického
substratu  (4-fenylazobenzyloxykarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg, Mr = 776,9). Detekce
spektrofotometricky produktu fenylazobenzyloxykarbonyl-Pro-Leu po extrakci do etylacetatu
(databdze Brenda-enzymes.org).

Kolagenasovda nanovlakna byla pro skladovani vysusena a pred aplikaci na ranu hydratovana cistou
vodou. Nanovlakna z chitosanu rostlinného plvodu byla laminovana k Zelatinovému podkladu, ktery
po aplikaci na ranu udrzuje vlhkost potfebnou k hojeni (Sibbald et al. 2015). Pilotni experimenty efektu
chitosanovych nanovlaken s kovalentné vdzanou kolagenasou provedené na nékolika modelovych
popaleninach u potkanl ukazaly, Ze rany osetfené kolagenasou s nanovlakny se hojily rychleji ve
srovnani se samotnymi nanovlakny. Vysvétlenim je zfejmé pridavny vliv enzymového debridementu.
Vyslednd jizva byla také o 31,6 % mensi ve srovnani s jizvou po aplikaci chitosanovych nanovlaken.
Prezentované ucinky enzymového debridementu s kolagenazou imobilizovanou na chitosanova
nanovldkna mohou byt predmétem hlubsi studie s rozsitenim na histologické analyzy, predevsim s

vyznamem pro kosmetické ucely.
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Zavérem této habilitacni prace chci podékovat vSsem, ktefi mé povzbuzovali a pomahali mi pfi psani
této prace. Dékuji predevsim spolupracovniklim, ktefi se podileli na publikacich komentovanych
v habilitacni praci. Rada zde uvedu jmenovité vyzkumné skupiny. Jednd se o mou domovskou
vyzkumnou skupinu prof. RNDr. Zuzany Bilkové, Ph.D. na Katedre biologickych a biochemickych véd,
FCHT, Univerzity Pardubice, a skupiny Ing. Daniela Horédka, CSc. z Ustavu makromolekularni chemie,
AV CR v Praze, Dr. Jean-Louis Viovyho z Laboratote fyzikalni chemie, Curie institutu v Pafizi, Dr. Myriam
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v Chatenay-Malabry, prof. Milo$e Sedldka, CSc. z Ustavu organické chemie a technologie, FCHT,
Univerzity Pardubice, Mgr. Renaty Kéhlerové, Ph.D. z Ustavu |ékaFské biochemie, Lékarské fakulty,
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Munzarové z firem Elmarco, s.r.o. a Nano Medical, s.r.o. Velky dik patfi také vsem ¢lendm nasi
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