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ANOTACE

Cilem diplomové prace bylo zavést metodu elektrochemického stanoveni aktivity enzymu
proteinkinazy A, a to solubilni a imobilizované na magnetickych ¢asticich. Stanoveni bylo
zaloZzeno na square-wave voltametrické analyze nanocastic koloidniho zlata (AuNPs), které
byly pouzity jako elektroaktivni Céstice selektivné navdzané na fosforylovany substrat.
Solubilni i imobilizovana forma proteinkinazy A byla pouzita k in vitro fosforylaci Kemptide
a biotin-Kemptide. Ucinnost fosforylace byla ovéfena také pomoci metody MALDI-Orbitrap
hmotnostni spektrometrie.

KLICOVA SLOVA

proteinkinaza, fosforylace, elektrochemicka detekce, enzymova aktivita, zlaté nanoc¢astice

TITLE

Detection of enzyme activity of kinases immobilized on magnetic particles

ANNOTATION

The aim of the thesis was to implementat a method of electrochemical determination of enzyme
activity of proteinkinase A, namely soluble form and immobilized form on magnetic particles.
The determination was based on square-wave voltammetric analysis of colloidal gold
nanoparticles (AuNPs), which were used as electroactive particles selectively bound to a
phosphorylated substrate. Both forms of proteinkinase A were used for in vitro phosphorylation
of Kemptide and biotin-Kemptide. The phosphorylation efficiency was also verified by
MALDI-Orbitrap mass spectrometry.
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proteinkinase, phosphorylation, electrochemical detection, enzyme activity, gold nanoparticles
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redukovany oxid grafenu

nanocastice oxidu kiemicitého zakoncené fosforylatem a
zapouzdiené Ru (Ru encapsulated phosphorylate-
terminated silica nanoparticles)

receptorova tyrosinkinaza (receptor tyrosine kinase)
samostatn¢ sestavené monovrstvy pro MALDI (self-

assembled monolayers for MALDI)



SF2
SFK
SH2
SH3
S-peptid
SWCSV

TGF-B

TK
T™MB

TOF-MS

VEGFR

serin/arginin bohaty sestfihovy faktor 1 (serine/arginine-
rich splicing factor 1)

kinazy rodiny Src (kinases of the Src family)

Src homologie 2

Src homologie 3

substratovy peptid

square-wave katodickd rozpoustéci voltametrie (square
wave cathodic stripping voltammetry)

transformacéni ristovy faktor B (transforming growth
factor- )

tyrosinkinaza (tyrosine kinase)

3,37,5,5 -tetramethylbenzidin (3,3°,5,5'-
tetramethylbenzidine)

hmotnostni spektrometr s analyzatorem doby letu (time-
of-flight mass spektrometry)

receptor vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru

(vascular endothelial growth factor receptor)



UVOD

Fosforylace a defosforylace jsou vyuzivany v celé in vivo signalnich drah pro rychlou zménu
aktivity proteinu. Jedna se o jednu z nejéastéjSich posttransla¢nich modifikaci proteinii. Muze
dojit k ovlivnéni vlastnosti proteinu, subcelularni lokalizace ¢i stability. Vlivem deregulace
enzymu zajiStujicich fosforylaci, proteinkinaz (PK), dochazi k nekontrolovanym zménam
fosforylace, coz muize vést az ke zvratu v bunky nadorové. PK jsou déleny do skupin
serin/threoninovych kinaz a tyrosin kinaz, a to dle aminokyseliny, na které katalyzuji pfenos
fosfatové skupiny. In vitro fosforylace rekombinantnich proteinti je vyuzivana pro studium
bunééné exprese, pro vakciny nové generace, pro produkci specifickych protilatek a pro
diagnostické a terapeutické aplikace. Muze byt také vyuzivana pii ptipravé standardnich
proteini a peptidi s fyziologickym prib&éhem fosforylace pro porovnani s patologickymi
formami.

Z metod, které mohou byt vyuzity pro stanoveni aktivity, byla dfive vyuzivana zejména
radiometricka metoda, ale v dnesni dobé se od ni upousti z divodu potieby radioaktivniho
adenosintrifosfatu  pro stanoveni. Nahradily ji zejména metody fluorescencni,
fotoluminiscen¢ni, elektrochemiluminiscenéni, hmotnostni spektrometrie a také metody
elektrochemické. Ty maji vyhodu v jednoduchosti, citlivosti a pfesnosti. Mezi elektrochemické
metody fadime potenciometrii, amperometrii, konduktometrii a coulometrii. Pro ucinné
stanoveni aktivity PK je tfeba rozlisit fosforylovany produkt od nefosforylovaného substratu.

Pro elektrochemickou detekci aktivity PK byly vyuzity nanocastice koloidniho zlata
(AuNPs), které jsou vyuzivany jako elektroaktivni detek¢ni Castice. Metoda, ktera vyuzila
AUNPs, byla zalozena na specifické fosforylacni reakci biotinylovaného peptidového substratu
solubilni nebo imobilizovanou proteinkinazou A V pfitomnosti adenosin 5'-[y-thio] trifosfat
tetralithné soli (ATP-S). AUNPS maji schopnost vazby na thiolové skupiny pienesené z ATP-S
na fosforylovany substrat. Vlastni detekce spocivala v detekci Au(Ill) iontd uvolnénych

z AuNPs v kyselém prostiedi metodou square-wave katodické rozpoustéci voltametrie.
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1 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace bylo vytvofit reSersi shrnujici informace o:
e enzymech podilejicich se na fosforylaci proteinti se zamétenim na proteinkinazu
A (PKA)
e metodach stanoveni enzymové aktivity kinaz a fosforylace proteinti
e moznostech stanoveni enzymové aktivity PKA elektrochemicky
Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace byla:
o fosforylace substrati Kemptide a biotin-Kemptide v pfitomnosti ATP ¢i ATP-S
solubilni PKA v Case a ovéfeni pomoci hmotnostni spektrometrie
e imobilizace PKA na magnetické ¢astice, fosforylace substrati Kemptide a biotin-
Kemptide v pfitomnosti ATP ¢i ATP-S imobilizovanou kinazou a ovéfeni pomoci
hmotnostni spektrometrie

e prace na zavedeni metody elektrochemické detekce pro ovéfeni aktivity PKA
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Fosforylace a defosforylace proteini

Fosforylace a defosforylace maji schopnost vyznamné ovlivnit vlastnosti proteinu,
nevyjimaje jeho enzymatickou aktivitu, subcelularni lokalizaci a stabilitu. Pro rychlou zménu
aktivity proteinu se vyuziva reverzibilni fosforylace, ktera je povazovana za kli¢ovou reakci ve
spousté signalnich transduk¢nich drahach, vcetné regulace mitochondridlnich funkci. Velké
mnozstvi kindz a fosfataz je zaméfeno na mitochondrie, kde mohou ovliviiovat vétSinu
mitochondrialnich procest [1-3].

Pii nefyziologickych a nekontrolovatelnych zménach fosforylace dochazi ke zménam
biologické regulace signalnich drah. Objasnéni regulaéni role ve funkci proteinkinaz (PK) je
dilezita pro objasnéni biologickych procest a patogenezi onemocnéni. Nerovnomérna exprese
bunéénych funkci v nadorové buiiky. Fosforylace polypeptidového fetézce je tedy Zivotné
dulezita pro spravnou biochemickou a biologickou povahu a reaktivitu [2, 4, 5].

Vztah mezi fosforylaci proteinti a mechanismy bunécné signalizace je klicovy pro pochopeni
souvislosti mezi zménami fosforylace kli¢ovych proteinti a nékterych civilizaénich chorob. Je
potieba standardnich proteinii a peptidl, kde fosforylace prob&hla spravné, pro porovnani
s patologickymi formami (napt. hyperfosforylovany tau protein jako pfi¢ina neurodegenerace).
Dysregulace kinazy ¢i aktivita fosfatdzy ovlivnéna mutaci, je dualezity faktor u dalSich
onemocnéni. Rekombinantni fosfoproteiny jsou vhodné pro studium bunétné regulace, jsou
pouzivany jako hlavni slozka vakcin nové generace [6, 7] a pro produkci specifickych
monoklonalnich protilatek [8]. Produkce fosforylovanych rekombinantnich peptidii a proteint
je vyuzita pro diagnostické a terapeutické aplikace [4, 9]. U lidskych malignit, zptisobenych
deregulaci kindz, zastupuji kinazy 20 % predpokladanych cilli 1éCiv. Z toho ditvodu je dilezité
porozumét principim regulace aktivity kinaz a jejich substratové specifité [5].

Fosforylace proteinu je zprostiedkovana kovalentni vazbou fosfatové skupiny na
hydroxylovou skupinu aminokyselin (serin, threonin, tyrosin, pfilezitostné hydroxyl-prolin).
Defosforylace je naopak odstranéni fosfatové skupiny z proteinli. Pokud dochazi k tzv.
aberantni fosforylaci, bylo prokazano spojeni s nemocemi, jako je rakovina [10], zanétlivé

onemocnéni, cukrovka [11] a neurodegenerativni onemocnéni [12] (napf. Alzheimerova

choroba) [2, 13-16].
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Fosforyla¢ni reakci in vitro lze modulovat pouzitim riznych kindz s riznou aktivitou,

specifitou a stabilitou [9].

2.2 Proteinkinazy

Enzymy, které katalyzuji fosforylaci bunéénych substrati, se nazyvaji proteinkinazy. Jedna
se 0 vSude pfitomné enzymy, které prenaseji fosfatovou skupinu z adenosintrifosfatu (ATP) na
proteinovy substrat, ¢imz dojde K jejich fosforylaci. Ta u proteind méni jejich funkce [13].

Fyziologické funkce proteinil jsou regulovany reverzibilni fosforylaci zahrnujici ucast PK a
fosfoproteinovych fosfataz. Pokud dojde k patologickym procestim, jsou PK deregulovany. To
apoptdzy a dalsi abnormality [13, 14, 17].

Aktivita PK je regulovana podjednotkami, doménami, druhymi posly a fosforylaci [18].
Fosforylace PK pfimo koreluje s regulaci katalytickych mechanismt. Pro zvySeni katalytické
aktivity PK je nezbytna zejména fosforylace aktivaénich smycek. Nemén¢ dilezita pro aktivitu
je i fosforylace katalytickych domén, regulaénich podjednotek a regulacnich domén. Pro
objasnéni jejich aktivity je vhodné studium procesu fosforylace [2].

Kompletni sada PK je nazyvéna kinom. Jedna se o dynamicky systém, reagujici na vnitini a
vnéj§i podnéty. Kazdd aktivni PK regulovanym zplsobem fosforyluje rozdilny soubor
substrati. Pochopeni slozité signalizacni sité, kterd je zaloZena na fosforylaci, je nutné pro
pochopeni fungovani bunky ve fyziologickych a patologickych stavech s vyuzitim v terapeutice
[19, 20].

2.2.1 Serin/threoninové kinazy

Velka proteinova rodina serin/threoninovych kindz zahrnuje vice nez 500 enzymi.
Katalyzuji fosforylaci na hydroxylové skupiné serinu nebo threoninu, které jsou zabudovany
ve specifické aminokyselinové sekvenci, kterou rozpoznava kazda kinaza [19, 21].

Do této rodiny patii napft. proteinkinaza A (PKA), proteinkinaza C (PKC), proteinkinaza D
(PKD), proteinkinaza G (PKG), kasein kinaza II (CK2), pim-1 kinaza, cyklin-dependentni
kindzy (CDK), sbunéénou smrti spojena proteinkinaza 1 (DAPK1), kinazy zavislé na
Ca?*/kalmodulin (CAMK), kinazy aktivované mitogenem (MAPK), kinazy glykogen syntazy
(GSK) a mnoho dalsich [17, 21, 22].

PKC a PKD spolu patii do nadrodiny kinaz zavislych na Ca?*/kalmodulinu. Jedna se o
evoluéné neménné kinazy, které jsou aktivovany velkym mnozstvim extracelularnich podnétu.
Mohou to byt hormony, rustové faktory a agonisté receptoru spiazeného s G-proteinem.

Signalni kaskada vyvolana témito PK reguluje buné¢né a fyziologické procesy a ucastni se také

18



tumorgeneze, véetné bunécéné proliferace, migrace, invaze a angiogeneze. Pozitivné reguluji
nékteré lidské malignity, jako je karcinom prsu, prostaty a vajecnika [23].

Druhym typem serin/threoninovych kinaz jsou kinazy, které fosforyluji receptorové
molekuly (receptorové proteinové serinové/threoninové kinazy). Patiéi sem napiiklad kinaza
aktivujici receptor a nadrodina transformac¢niho rastového faktoru B (TGF-B). Do TGF-B
nadrodiny patii TGF-B podrodina, aktivin/inhibin podrodina, kostni morfogenetické proteiny
(BMPs), anti-Miillerian hormon (MIS) a neurotroficky faktor odvozeny z gliovych bunék
(GDNF) [21, 24].

Proteinkinaza A (PKA)

PKA, spolu s jejim transkripénim faktorem CRE-vazebnym proteinem, zprostiedkovava
biologické ucinky cirkulujicich hormonii, kam patii glukagon (dilezity pro regulaci
metabolismu glukozy, predevsim stimulaci transkripéni aktivity glukéza-6-fosdatazy) a geny
fosfoenolpyruvatkarboxykinazy, jejichz kodované proteiny piisobi jako enzymy, které omezuji
rychlost pro glykolyzu a/nebo glukoneogenezi. Dale se ucastni procest V intracelularnich
signaliza¢nich drahach, v¢éetné metabolismu, genové expresi a bunééné proliferaci [21, 25-28].

PKA prostfednictvim y-fosfatu ATP tvofi fosfatové monoestery, pomoci proteinovych
alkoholovych skupin (nachdzejicich na serinu a threoninu), jako akceptory fosfati. PKA je
heterotetramerni holoenzym, ktery se sklada z dimeru regula¢ni podjednotky, ktery se vaZze na
dv¢ katalytické podjednotky v inaktivovaném stavu. Pro katalytickou podjednotku existuji tfi
izoformy: a, B, v a pro regulaéni podjednotku ctyfi izoformy: Ia, If, la, II. Regulacni
podjednotky typu Ia a I se nachdzi v rozpustné frakci. [zoformy Ila a IIp se vyskytuji ve
frakcich cytoskeletu a organel. Vnitini neuspofddané oblasti zahrnuji linkery, které lemuji
sekvenci inhibitoru v regula¢ni podjednotce a spojuji velmi stabilni dimeriza¢ni doménu, a
dobfe poskladané cyklické nukleotidové vazebné domény [25, 29-31].

Hlavnim intracelularnim efektorem druhého posla, cyklického adenosinmonofosfatu
(cCAMP), je PKA. K aktivaci PKA dochazi pti zvySené intracelularni koncentraci cAMP, ktera
vede K disociaci holoenzymu a uvolnéni volné aktivni katalytické podjednotky. Aktivni
katalyticka podjednotka fosforyluje proteinové substraty, které obsahuji konsenzualni
fosforyla¢ni motivy [25].

Exprese genti ve spravnou chvili na spravném misté, neboli ¢asoprostorova regulace, je
fizena pomocnymi proteiny, napi. A-kinazové kotvici proteiny (AKAP), které interakci

s regula¢nimi podjednotkami lokalizuji katalytickou podjednotku blizko substratu. Substratem
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pro PKA je napt. SREBP serin 331/332 v lipidovych bunkach v ledvinach a dalSich tkanich ¢i
serin/arginin bohaty sestfihovy faktor 1 (SF2) [4, 29, 30].

Proteinkinaza C (PKC)

PKC katalyzuje fosforylaci hydroxylovych skupin serinovych a threoninovych zbytkt na
bunéénych proteinech. Ta hraje dilezitou roli v signalnich transdukénich drahach, zejména
bunééném rustu, genové expresi a imunitni odpovedi [17, 23].

PKC lze aktivovat diacylglycerolem, fosfatidylserinem a dal$imi forbolovymi estery, jako
je forbol myristat acetdt (PMA) v Ca?* zavislych zpiisobech aktivace [23, 32, 33].

Existuje n¢kolik izoforem PKC, které byly identifikovany na zakladé sekvenéni homologie,
pozadavku kofaktori a substratové specifity. Dle substratové homologie a biochemickych
vlastnosti se sav¢éi PKC skladaji z 10 ¢lent, které jsou dale rozifazeny do 3 podrodin. Konvenéni
rodina PKC (cPKC) zahrnuje PKCa, PKCBI, PKCBII a PKCy. Do novych PKC (nPKCS) patti
PKC3, PKCe, PKCn a PKCH. K atypickym PKC (aPKC) se fadi PKC{ a PKCi. Podrodiny
cPKC a nPKc lze aktivovat pomoci esterti diacylglycerolu, fosfatydilserinu a forbolu. cPKC
vyzaduji pro aktivaci Ca®*, zatimco nPKC a aPKC jsou na Ca?" nezavislé. aPKC pro aktivaci
nevyzaduje ani estery DAG nebo forbol [23, 33].

Ve své struktute obsahuje PKC nékolik regula¢nich domén (viz. Obr. 1), jako je PS doména
(vazba na pseudo-substrat), PB1, C1 domény, které jsou bohaté na cystein a mohou se vazat na
diacylglycerol, C2 a C3 domény, které se mohou navazat na Ca?* a ATP, piipadné C-koncovou
katalytickou doménu. C-koncova katalyticka doména je zodpovédna za rozpoznavani substratu
a funkeni regulaci. Na fosforylovanych katalytickych doménach se nachazeji serinové nebo
threoninové zbytky, které kindzu aktivuji. N-termindlni doména izoforem PKC spolu
s regula¢ni doménou C-terminalni kindzy je spojena pomoci pfizpiisobivého pantového
segmentu. Regulacni doména C1, kterou obsahuji cPKC a nPKC, je tvofena dvéma
opakovanimi Zn-finger domén a je zodpoveédna za navazani forbolestert podporujicich nador,

jako je naptiklad PMA [23].
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Obr. 1 Doménova organizace proteinkindz C a D, upraveno dle [23]

Diacylglycerol soutézi s PMA o vazebné misto na C1 doméné. Kromé C1 domény, obsahuji
cPKC také C2 doménu, ktera kindzdm pomah4 véazat Ca?*. Tandemové repetice domény C1 a
varianty domény C2 tvoii nPKC. Kvili této varianté je nPKC nezavislé na Ca®* po navazani
diacylglycerolu. Varianta C1 domény a protein-protein interagujici PB1 box doména (Phox a
Bem1) tvoti aPKC. Z tohoto ditvodu vazou ceramidy, ale ne Ca?*, diacylglycerol nebo PMA.
Navic PB1 doména umoziuje PKC interagovat s jinymi proteiny, které také obsahuji PB1 (p62,
PAR, MAPK) [23].

Doména V3 se nachdzi mezi regulacni a katalytickou doménou a pfi aktivaci a konformacéni
zméné PKC je proteolyticky Stépena. Doména V3 tedy miize regulovat intramolekularni
interakci mezi N- a C-koncovymi doménami a funkci PKC. Predpoklada se, Zze doména V5,
kterou tvoii 50 aminokyselin, a je umisténa na C-koncové doméné, je dilezita pro regulaci
fosforylace a funkce PKC [23].

Proteinkinaza D (PKD)

PKD se sklada ze tii izoforem - PKD1, PKD2 a PKD3, které vykazuji vysokou sekvenéni
identitu. PKD je nezbytna pro zvifata a lidi, nebot’ fidi celou fadu riznych bunéénych funkei.
Ucastni se zakladnich procesti, ke kterym patfi vezikularni transport v trans-Golgiho siti a
mitogeneze. Podili se i na specializovangjSich procesech, jako je sekrece inzulinu v B-burikach
pankreatu nebo aktivace inflamazému v makrofazich [22, 23, 34].

PKD je slozena ze dvou N-koncovych domén C1, Plekstrinovy homologické (PH) domény
a C-koncové katalytické domény kinazy, ktera patii do CAMK. Diacylglycerol, lipidovy druhy
posel, ptisné fidi signalizaci PKD. Diacylglycerol je produkovén v bunkéch fosfolipdzou C za
pfitomnosti receptort sprazenych s G-proteinem (GPCR) nebo pomoci signalizaci receptoru

tyrosin kinazy. Diacylglycerol rekrutuje PKD pomoci svych dvou domén C1 na specifické
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membrangé, ktera se nachazi v buiice a je podobna plazmatické membrané. Kromé naboru na
membrany aktivuje diacylglycerol PKD také ptimo [22, 23].

V piitomnosti  diacylglycerolu ¢i  forbolesteri podobnych diacylglycerolu, ma
imunoprecipitovana PKD in vitro vyssi katalytickou aktivitu. Odstranénim regula¢nich C1
domén dojde K vytvoreni kinazy necitlivé na stimulace diacylglycerolem ¢i forbolesterem.
Dochazi ale ke zvySeni bazdlni aktivity. Odstranéni PH domény také vede ke zvySeni
katalytické aktivity PKD. Domény C1 a PH udrzuji PKD v autoinhibovaném stavu, ktery je
aktivovan vazbou domén C1 na membrany, které obsahuji diacylglycerol [22].

Fosforylace dvou serinovych zbytkd - Ser738 a Ser742 v lidsk¢ PKDI1, kterd probiha
v aktivacni smycce kinazové domény, je druhou podminkou pro aktivaci PKD [22].

Mutace v PKD jsou spojeny s raznymi druhy karcinomu (napt. karcinom prsu a kolorektalni
karcinom) a rakoviny (napf. rakovina prostaty, rakovina slinivky biis$ni, rakovina zaludku [35]).
Dysregulace PKD je spojena se srde¢ni hypertrofii a onkogenem indukovanou senescenci.

Regula¢ni mechanismy zatim nebyly kompletné popsany, hlavné z divodu nedostatku

strukturnich informaci pro tento enzym [22, 34].

Proteinkinaza G (PKG)

PKG hraje dulezitou roli v regulaci kontraktility hladkych bunék cév. K aktivaci PKG
dochazi pii zvysené syntéze cyklického guanosinmonofosfatu (CGMP) z diivodu aktivace
rozpustné guanylyl cyklazy oxidem dusnatym. Aktivace PKG vede ke sniZzeni hladin
intracelularniho volného Ca?' a snizeni senzitivity kontraktilniho aparatu na Ca?*. Tyto
mechanismy vedou k vasorelaxaci [36, 37].

Geny kodujici PKG (Prkg) geny koduji dvé izoformy - PKG-1 a PKG-II. Prevlada forma
PKG-I exprimovana v kardiovaskuldrnim systému, S vy$S§im vyskytem Vv bunikach hladkého
svalstva a niz§im vyskytem Vv endotelidlnich bunkach. Je slozena ze tfi funkénich domén: N-
terminalni domény, regulacni domény a katalytické domény. Regulacni doména obsahuje dvé
vazebna mista pro cGMP s vysokou a nizkou afinitou. Katalytickd doména obsahuje kapsy
vazajici Mg-ATP a peptid. Pii navazani cGMP na regulacni doménu dojde odblokovani
katalytického centra N-koncovym autoinhibi¢nim/pseudosubstratovym mistem. Tim je

umoznéna fosforylace zbytkl serinu/threoninu v cilovych proteinech [36].

Kasein kinaza I1 (CK2)
CK2 je heterotetramerni enzym, ktery se sklada ze 2 podjednotek (o a/nebo o) a dimeru

regulacni podjednotky (B). Hlavni funkci regula¢nich podjednotek je stabilizace holoenzymu a
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regulace selektivity Kk substratu. I kdyz chybi regula¢ni podjednotky (B), katalytické
podjednotky (o) jsou aktivni [15, 17, 38].

Jedna se o vSudypiitomnou, pleiotropni, vysoce konzervovanou a konstitutivné aktivni
serin/threonin kinazu, ktera fosforyluje vice nez 300 substrati. CK2 je zapojena témét do vSech
bunéénych déju, jako je genova exprese, transkripce, syntéza a degradace proteinti, progrese
bunécného cyklu, apoptoza, proces bunééné diferenciace a ucastni se i nékolika onkogennich
signalnich drah. Nadmérna exprese CK2 muze souviset s fadou onkologickych onemocnéni
(karcinom prsu, plic, prostaty, kolorektalni, renalni a hematologické malignity) [15, 17, 39, 40,
41, 42].

Pim-1 kinaza

Rodina Pim kinaz obsahuje Pim-1 kinazu, Pim-2 kinazu a Pim-3 kinazu. Pim-1 kinaza je
koédovana Pim-1 z rodiny protoonkogent, ktera obsahuje alespoii 3 pim geny. Reguluje nékolik
signalnich cest, které maji pfimou souvislost s vyvojem mnoha malignit. Pim-1 ma klicovou
roli v preziti, proliferaci a diferenciaci bun€k. Pim-1 kinaza se nachazi hlavné v brzliku,
varlatech a v buiikach hematopoetického systému. Pii terapii rakoviny se vyuziva

farmakologické inhibice Pim-1 kinazy [17, 43].

Cyklin dependentni kinazy (CDK)

K tvorb¢ heterodimernich komplexti s regula¢nimi podjednotkami dochazi aktivaci
neaktivnich apoenzymti CDK. Heterodimerni komplexy jsou kromé toho aktivovany
fosforylaci zbytku serin/threonin v aktivacni smycéce (T-smycce). Naopak defosforylaci
threoninového a tyrosinového zbytku dochazi k negativni regulaci aktivity CDK. Negativné je
regulace ovliviiovana také tvorbou komplexti sinhibitory CDK. K inhibitorim patii
intracelularni inhibitory CDK (CDKI), inhibitory CDK4 (INK4), inhibitory CDK2 (Cip/Kip) a
inhibitory CDK1 (Weel/Mytl) [17, 44].

CDK maji zasadni roli v bunécném cyklu. Déleni bungk, které probihd v M fézi, je pifisné
kontrolovano aktivitou CDK. Cyklin D je indukovan na zacatku G1 faze a tvoii komplexy
s CDK4/6. Prostiednictvim téchto komplexa dojde k indukci fosforylace proteinu tumor-
supresorového retinoblastomu (RB). Fosforylovany RB se navaze na E2F-DP (transkrip¢ni
faktory) a vyvola expresi genu pro cyklin E. Cyklin E tvofi komplex s CDK2 a tento aktivovany
komplex dale zajistuje fosforylaci RB. Disledkem toho je uplné uvolnéni komplexu E2F-DP
k transkripci gent, které jsou tieba pro pfechod z G1 faze do faze S. V S fazi je tvofen komplex
CDK2 s cyklinem A a je dokoncéena replikace DNA. Mezi S a G2 fazi je vytvofen CDK1
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komplex s cyklinem A a pozd¢ji s cyklinem B, ktery zahaji prechod z G2 do M faze a nasledné
dochazi k mitoze buné¢k [17].

Zesilena signalizace CDK se vyskytuje ¢asto u rakovinovych bunék, kdy jsou naruseny
regulatory bunécného cyklu (zejména CDKI). To vede ke zvySeni rychlosti bunécného cyklu,
bunécné proliferaci a genomické a chromozomalni nestabilité [44].

Cyklin dependentni kinaza 5 (CDKS5) nevykazuje regulacni aktivitu bunééného cyklu. Jeho
hlavni role je ve vyvoji embryondlniho mozku, pfeziti neuront, prodlouzeni neuriti a
axonalnim transportu, a to z divodu exprese CDKS5 a jeho aktivatort p35/p25 v neurondlnich
bunkach. CDKS5 hraje kli¢ovou roli v patogenezi neurodegenerativnich poruch (Parkinsonova
choroba, amyotroficka lateralni skler6za a Alzheimerova choroba [45]). Regulacni ucinky na

glukokortikoidni receptor jsou soucasti stresové reakce mozku a patofyziologii poruch nalady

[21].

Mitogenem aktivované kinazy (MAPK)

Jedné se o skupinu kinaz, kterd spojuje extracelularni podnéty s intraceluldrni odpovédi.
MAPK se podili na regulaci bunécné proliferace, migrace, apoptdozy a imunitni aktivity.
Zahrnuji kindzy 1 a 2, které podléhaji regulaci extracelularnim signalem (ERK1/2), c-Jun N-
terminalni kindzu (JNK) a rodinu p38. Aktivace probiha prostfednictvim tfivrstvych
kinazovych signalnich kaskad [46, 47].

2.2.2 Tyrosin kinazy (TK)

Jednd se o enzymy, jejichz Ulohou je kovalentni modifikace hydroxylové skupiny
tyrosinovych zbytkli prostfednictvim transportu y-fostaitu z ATP na proteinové substraty.
Tyrosinovy fosfoproteom je tvoien vsemi proteiny v zivé bunce, které jsou stabilné nebo
ptechodné fosforylovany na tyrosinovych zbytcich. Dulezitou roli je reverzibilni fosforylace
tyrosinu piisobenim specializovanych enzymd, kindz a fosfatdz v eukaryotické signalizaci,
vyvoji, proliferaci a kontrole ristu [48-50].

Abnormalni aktivita TK, ke které dochdzi vlivem mutace, nadmérné¢ exprese nebo
autokrinni-parakrinni stimulace, byla prokazana jako hlavni pfi¢ina vzniku riznych typt
rakovin a dalSich onemocnéni. S onkologii souvisi zejména dysregulace TK, pfedevsim u
chronické myeloidni leukémie, gastrointestindlnich stromdlnich nadorti, nemalobunécného
karcinomu plic, karcinomu prsu a karcinomu renalnich bunék [51]. Z toho dtivodu jsou tyto
kinazy studovany v souvislosti s jejich potencialnim vyuzitim jako terapeutika, kdy jsou
hledany slou€eniny, které mohou zplsobovat inhibici kinazové aktivity TK. Tyto slou€eniny

jsou poté potencialnimi terapeutiky pro 1écbu nadort [52].
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Posttranslacni modifikace v podobé fosforylace tyrosinu je, v porovnani s fosforylaci serinu
nebo threoninu, nejméné castou modifikaci. Fosfotyrosin tvoti pouze 0,05 % z celého obsahu
bunéénych fosfoaminokyselin [48].

TK proteiny tvofi dvé hlavni kindzy-nereceptorové tyrosin kindzy (nRTK) a receptorové

tyrosin kinazy (RTK) [52].

Nereceptorové tyrosin kinazy

NRTK jsou cytoplazmatické enzymy, kterym chybi extracelularni doména a
transmembranova doména. Jsou lokalizovany vét§inou v cytoplazmé bunék, véetné imunitnich
bun¢k. Katalyticka doména ma strukturu tyrosinového zbytku, ktery obsahuje specificka
vazebna mista pro ATP, kde dochazi k aktivaci pomoci fosforylace. Patii sem rodina Src kinaz,
rodina fokalnich adheznich kinaz (FAK), rodina Janus kinaz (JAK) a dalsi [50, 52].

Kromé své kinazové domény, vSech devét rodin NRTK sdili homologni domény vazajici
protein Src homologie 2 (SH2) a 3 (SH3). Domény SH2 jsou zodpovédné za vazbu
fosfotyrosind na proteiny, SH3 domény za vazbu na oblasti proteinu bohaté na prolin. Tyto
domény hraji dtlezitou roli v signalni transdukei interakci s cilovymi proteiny a piedpoklada
se, ze maji negativni efekt na aktivitu kinaz [50].

NRTK jsou regulatory bunééné signalizace. Utastni se na regulaci vyvoje a aktivaci
efektorovych funkci B a T bunék. Z toho divodu bylo mnoho NRTK identifikovano jako
onkogeny. NRTK pusobi i jako regulatory vyvoje autoimunitnich onemocnéni [50].

Proteinové tyrosin fosfatazy (PTP) reguluji nRTK. PTP defosforyluji proteinové cile a
vyrovnavaji aktivitu proteinovych kinaz. PTP jsou dé€leny do dvou kategorii dle jejich
subcelularni lokalizace - membranové (receptorové) PTP, jako je CD45, nebo cytoplazmatické

(ne trasmembranové) PTP, jako je lymfoidni tyrosin fosfataza [50].

Kinazy rodiny Src (SFK)

Rodinu nereceptorovych Src tyrosin kinaz tvoii c-Src, Lck, Hek, Bik, Lyn, Fgr, Fyn, Yes a
Yrk a kinazy podobné Src, jako jsou Brk, Srm, Frk a Bsk. Fyn spolu sc-Src a Yes jsou
exprimovany vSemi typy bunék. Zbylé kindzy maji odliSnou expresi. Tyto kinazy se podili na
regulaci velkého mnozstvi bunécnych procest nezbytnych pro spravnou homeostatickou funkci
bungk, tkani a organu [1, 49].

SFK se podili na regulaci bunééné proliferace, diferenciace, signalnich drah zapojenych do
bunééné adheze, migrace a souvisejici remodelace cytoskeletu, oplodnéni oocytu a
apoptozy s autofagii, které patii k zakladnim mechanismiim nutnym pro vyvoj organismu. SFK

maji schopnost p¥imo ¢&i nepfimo modulovat kanaly a transportni systému Ca?* [49, 53].
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SFK jsou fizeny pomoci RTK, integrinovych receptorl, receptori sprazenych s G-
proteinem, receptorii spfazenych s antigenem a ferrocenem (Fc), receptort cytokini a receptort
steroidnich hormont [1].

SFK maji z N- az C- konce myristoylovou skupinu, ktera je piipojena k SH4 doméné,
nasleduje unikatni doména odliSujici jednotlivé SFK, doména SH3 rozpoznavajici prolinové
motivy, doména SH2 rozpoznavajici fosfotyrosin, spojovnik mezi SH2 a doménou kinazy,
doménu TK a C-koncovy regulac¢ni segment (viz. Obr. 2). Navazani SFK na membranu se
ucastni myristylace. Domény SH2 a SH3 pomadhaji ve vazbé SFK s jejich substraty a
adaptorovymi proteiny. Katalytické misto je ulozeno na kindzové domén¢. Na regulaci aktivity

SFK se podili C-konec [1, 53].

N-konec i OJOlvnik Y419 C-konec
— - e H s -
= S=—Y530
kinaza

Obr. 2 Doménova organizace Src kindz, upraveno dle [1]

Receptorové tyrosin kinazy

RTK jsou druhou nejvétsi rodinou transmembranovych receptorit a jsou déleny do 20
podrodin na zdkladé podobnosti jejich N-koncovych extraceluldrnich domén. Extracelularni
domény se liS§i velikosti a sloZzenim jednotlivych subdomén. Tyto odliSnosti umoZiuji
receptorim rozpoznavat strukturné rozdilné ligandy, které poté maji vliv na aktivaci kinazové
domény. RTK jsou zapojeny do regulace ristu [54], diferenciace [55], bunééné motility [56] a
metabolismu transdukci biochemickych signalti indukovanych pfi jejich dimerizaci nebo
oligomerizaci v plazmatické membrané [57]. RTK také zprostfedkovavaji komunikaci mezi
bunkou a extracelularnim prostfedim, coz vede k tkanovému modelovani, organogenezi ve
vyvoji a k zachovani homeostazy [58-61].

N-koncové extracelularni oblasti jsou sloZzeny ze specifickych casti strukturnich domén a
vazi aktivacni ligandy. Dale RTK obsahuji jednu transmembranovou Sroubovici a kindzovou
doménu, kterd obsahuje intracelularni oblast. Ke stimulaci aktivity kindzy dochazi po ktizové
fosforylaci, ktera je zprostfedkovana kinazovymi doménami v ligandem vazanych dimerech a
oligomerech RTK. Tyto procesy vedou k dalsi autofosforylaci tyrosini v intracelularni oblasti a
k fosforylaci na cytoplazmatickych substratech, coz vede k aktivaci signalnich kaskad, které
fidi chovani bunék. Z toho divodu se RTK podileji na rozvoji fady vyvojovych poruch a

rakovin [58, 61].
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RTK tedy nejsou jen transmembranové receptory S extracelularnimi doménami, ale i
intracelularni enzymy, které maji aktivitu TK [52].

Do RTK patii receptory fibroblastovych rastovych faktordt (FGFR), receptory TRK,
inzulinové receptory, receptory rustovych faktori odvozenych z krevnich desti¢ek (PDGFR),
receptory vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru (VEGFR), receptory RET a receptory
EPH [52, 58, 61].

2.3 Moznosti stanoveni enzymové aktivity proteinkinaz

Metody stanoveni enzymové aktivity PK jsou zaloZeny na monitorovani reakce specifickym
substratem. Po skonceni inkubace je monitorovan ubytek substratu ¢i ptiristek produktu [62].

Driive byla obecné vyuzivana radiometricka metoda S radioaktivnim ATP, pro detekci
aktivity PK. Touto metodou bylo mozno selektivné detegovat aktivitu PK, ale je Skodliva pro
lidské zdravi z divodu pouziti radioaktivniho ¢inidla. Z dalSich metod jsou vyuzivany metody
fluorescenéni [63], fotoluminiscen¢ni [64], elektrochemiluminiscen¢ni [65], Ramanova
spektroskopie [66], hmotnosti spektrometrie [67] nebo rezonanc¢ni rozptyl svétla [68]. Techniky
maji ale hned nékolik nevyhod, ke kterym patii potieba komplikovanych a drahych nastroji,
¢asove naro¢né a zdlouhavé zpracovani vzorku a sloZité pracovni postupy [62, 69—71].

U metod chemiluminiscence, rezonan¢niho rozptylu svétla, fluorescence, hmotnostni
spektrometrie a elektrochemie je obvykle nutné pted vlastni analyzou zakoncentrovani vzorku
kvuli nizkému vyskytu fosfopeptidi. Napiiklad extracelularni PKA je v lidském séru ptitomna
vrozmezi 0-10,6 mU/ml. Pro ucinny zplsob stanoveni aktivity PK je tfeba rozlisit
fosforylovany produkt od nefosforylované¢ho substratu pomoci hmotnosti spektrometrie ¢i
kapilarni elektroforézy. Kapilarni elektroforéza a mikrocipova elektroforéza se mohou vyuzit i
ke stanoveni kinazové aktivity nebo inhibitort [72, 73].

Metoda stanoveni aktivity pomoci elektrochemické detekce je jednoducha, citliva a cenoveé
pfijatelna technika pro stanoveni aktivity PK ve srovnani s dfive uvedenymi metodami [62, 69—
71,74, 75].

Pro detekci aktivity PK je potifeba specificky rozpoznavaci prvek pro fosfatovou skupinu
generovany z fosforylaéni reakce katalyzované PK. Pro tyto ucely je vyuzivana fosfo-
specificka protilatka, pouziti specifické interakce mezi fosfitovymi skupinami a Zr** nebo
TiOz, derivaty ATP (naptiklad y-biotin-ATP), tyrosin ¢i adenosin 5’-[y-thio] trifosfat tetralithna
stul (ATP-S). Studie z roku 2015 vyuzila komplex dvoujaderného kovu, ktery pusobi jako
molekula vazajici fosfat (Phos-tag) [69, 70, 74].
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Fosfatova skupina muize byt vyse uvedenymi zplisoby u¢inné rozpoznana a zachycena,
pfesto je tieba fesit néjaké negativni faktory. Protilatka, jako biologické ¢inidlo, je draha. Vazba
Zr** a TiO; je na fosfatovou skupinu, ale mize se navazat i na karboxylovou skupinu, ktera

muze interferovat. Pfiprava derivati ATP je obtiZzna, méné nakladna a ¢asové€ naro¢na [74].

2.3.1 Radiometrické stanoveni

Za Zzlaty standard metod pro stanoveni aktivity PK jsou stale povazovany radiometricka
stanoveni. To je diky jejich pfimé detekci, vysoké citlivosti ve srovnani s neradiometrickymi
stanovenimi, reprodukovatelnosti, spolehlivosti a velmi nizkym signalim pozadi. Po
fosforylaci peptidového substratu je u neradiometrickych metod nizka zména signalu. Pro
radiometrické stanoveni mohou byt pouzity dlouhé peptidové substraty i1 celé proteiny.
Donedavna byly k detekci fosforylace proteinu PK pouzivany radioaktivni slou¢eniny [y->2P]
ATP a [**P] anorganicky fosfat. Mnozstvi fosfoproteinu bylo kvantifikovdno scintila¢nim
pocitanim [76-78].

Radiometrickd metoda piimo méfi mnozZstvi radioaktivniho fosfatu pieneseného
z radioaktivné zna¢eného ATP na molekulu substratu PK. Appelmans a kol. (2021) vyvinuli
biosenzor pro méteni aktivity PK. PK byla inkubovana se substratem, nejcastéji peptidem, s
preferovanou substratovou sekvenci pro PK, a radioaktivnim ATP, vV pfitomnosti ¢i
nepfitomnosti inhibitoru. Radioaktivni signal na papite byl pfimym odrazem mnozstvi fosfatu

pieneseného na substratovy peptid [76, 77].

2.3.2 Fluorescen¢ni stanoveni

Fluorescen¢ni metody stanoveni aktivity PK vyuzivaji fluorescenéné znaceny substrat, tedy
peptid (S-peptid), ktery je specificky pro cilovou kinazu. Je pak monitorovana zména
fluorescence po fosforylaci. Pfimé fluorescencni postupy méfeni intenzity fluorescence
vyzaduji oddéleni fluorescenéné znac¢enych fosfopeptidli od nefosforylovanych, coz 1ze provést
elektroforeticky ¢i pevnymi mikrocipy. Proces rozd€leni je pracny a casové narocny.
Fluorescen¢ni metody detekce aktivity PK maji vyhody v homogennim usporadani, potiebé
malého mnozstvi vzorku a v jednoduchém ovladani [63, 79].

Metody fluorescencni polarizace prekondvaji omezeni pfimé fluorescence. Jsou zaloZeny na
specifickém paru fluorescen¢niho  fosfopeptidu s fosfo-specifickou protilatkou  ¢i
nanocasticemi vazajici fosfopeptidy. Metody jsou jednoduché, avSak velmi citlivé na
interference a jsou nachylné k tvorbé falesné pozitivnich vysledkt, nebot’ mnoho bunéénych

slozek se mize navazat na fluorescencni peptidy [63, 79, 80].
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Lu a kol. (2014) vyvinuli biosenzor pro stanoveni aktivity a inhibice PK. Byly k tomu
pouzity kladn¢ nabité nanocastice zlata (+AuNPS). Vzorky byly ozafeny pfi excitacni vinové
délce 480 nm a fluorescentni emisni spektra byla detekovana od 500 do 700 nm. Fosforylované
substraty PK byly detekovany +AuNPs. Fosforylace byla rozpoznana +AuNPs bez pouzity
drahych protilatek nebo vazebnych proteind. Detekéni limit pro PKA byl 0.5 mU/ul [79].

Pezzato a kol. (2015) sestavili biosenzor pro detekci aktivity PK. Biosenzor nevyuzival
protilatky, ale snadno dostupné syntetické slozky (Obr. 3). Ve vzorcich byl hodnocen pomér
ATP:ADP pomoci fluorescen¢niho vytésnovani, kdy mezi sebou soutézily zaporné nabité
ATP/ADP a sonda A pro vazbu na Au MPC 1-Zn?*. Diky detekci reakce ATP = ADP byl
vhodny pro detekei aktivity jakékoliv kinazy. Stanoveni bylo mozno provadét v mikrotitra¢nich

desti¢kach, napiiklad pro detekci inhibitort kinaz ve farmaceutickych studiich [80].
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Obr. 3 Fosforylacni detekce s vyuzitim fluorescencniho vytésiovani, upraveno dle [80]

Wang a kol. (2018) sestavili biosenzor pro detekci PKA, ktery byl zaloZen na fluorescenénim
efektu vnitiniho filtru (IFE) mezi nanocasticemi zlata funkcionalizovanymi peptidem (p-AuNP)
a nanoklastry médi chranénymi polyethyleniminem (PEI-CuNCs). Fluorescen¢ni spektra byla
zaznamenava pii emisnich vinovych délkach 400-700 nm s excita¢ni vinovou délkou 374 nm.
Detekeni limit metody byl 0.038 U/ml PKA [81].

Wang a kol. (2017) vyvinuli biosenzor pro detekci aktivity PKA, ktery vyuzival Cu
nanoklastry (Cu NC) jako jednoduchou, labilni a citlivou fluorescenéni sondu. Schéma

biosenzoru je na Obr. 4. Bylo dosazeno detekéniho limitu 0.041 mU/ul [82].
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Obr. 4 Fluorescencni detekce s vyuzitim Cu NC jako fluorescencni sondy, upraveno dle [82]

Huang a kol. (2017) vytvofili novou snimaci platformu pro multiplexni detekci PK
v roztoku, ktera byla zalozena na tvorbé vicebarevnych peptidovych sond na oxidu grafenu
(GO). V metod¢ byla spojena specifita enzymatické fosforyla¢ni reakce se schopnosti GO
zhaset fluorescenci. Peptidové substraty, nesouci biotinové misto a barvivo, byly fosforylovany
v ptitomnosti PKA . Barvivo mohlo byt pouzito FITC, Cy3 nebo CyS5. Na peptidy byl navazan
GO, modifikovany streptavidinem, diky vazbé biotin-streptavidin. Fluorescence barviv byla
zhasena GO. Detek¢ni limity byly 0.005 U/ml pro PKA, 0.02 U/ml pro Abl a 0.05 U/ml pro Src
kinazu [83].

2.3.3 Elektrochemiluminiscen¢ni stanoveni

Elektrochemiluminiscence spojuje vyhody elektrochemickych a chemiluminiscen¢nich
metod, kterymi jsou vysoka citlivost, vysoka selektivita a vSestrannost [65, 84].

K detekei elektrochemiluminiscenéniho signalu generovaného elektrochemiluminiscenénim
emitorem jsou pouzivany fosfo-specifické protilatky, modifikované zlaté nanoc¢astice (AUNPS)
nebo elektrochemiluminiscenéni zafi¢ spojeny s kovovym iontem [85].

Liang a kol. (2016) vyvinuli biosenzor s vyuzitim grafenovych kvantovych tecek (GQD) a
GO pro monitorovani aktivity PK a screening inhibitorti PK. Elektroda ze skelného uhliku byla
modifikovana peptidem a GQD. Elektrochemiluminiscenéni signal byl vytvofen z utlumeni
GQD tuzkym kontaktem s GO. Stupen zhaseni elektrochemiluminiscence koreloval s aktivitou
CK2, kdy se zvysujici koncentraci CK2 byl odpovidajicim zpGsobem snizen katodicky
elektrochemiluminiscen¢ni signal z GQD. Bylo dosazeno detekéniho limitu 0.023 U/ml a

s linearnim rozsahem 0.05 az 5 U/ml. [86]
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Luo a kol. (2020) sestavili citlivy elektrochemiluminiscenéni biosenzor pro monitorovani
aktivity kinaz. Elektroda ze skelného uhliku byla modifikovana silnym katodickym emitorem
0-C3Nas a peptidy, které byly navazany prostiednictvim amidové reakce s chitosanem. BSA-
zlaté nanoklastry (AUNC) byly pouzity jako katalyzatory katodové elektrochemiluminiscen¢ni
reakce g-CsN4 a 4,5x zvySovaly intenzitu elektrochemiluminiscence. Intenzita byla méfena
v rozsahu potencialu -1.5 - 0 V. Intenzita elektrochemiluminiscence byla zvySovéana se
zvySujici se koncentraci PKA. Detekéni limit byl 0.005 U/ml. Citlivé stanoveni kinazové
aktivity bylo mozno méfit v rozsahu od 0.02 do 20 U/ml [87].

Zhao a kol. (2012) sestavili novy biosenzor pro stanoveni aktivity PK a monitorovani
inhibice, ktery byl zaloZen na technologii magnetickych castic a zesileni signalu AuNPs.
Fosforylovany kemptid byl zachycen magnetickymi kulickami, potazenymi streptavidinem.
K magnetickym kuli¢kam byly pfiddny elektrochemiluminiscenéni sondy a roztok iontéi Zr**,
které dokazaly rychle rozpoznat fosfatové skupiny a propojit dvé biomolekuly obsahujici
fosfatové skupiny. Prostfednictvim magnetické separace byly odstranény nenavazané
elektrochemiluminiscen¢ni sondy a magnetické kulicky byly resuspendovéany V testovacim
pufru. Testovaci pufr byl vstiiknut do elektrochemiluminiscen¢ni reakéni cely, kde byly
zachyceny komplexy magnetickych &astic, Zr** a elektrochemiluminiscenéni sondy, které byly
docasn¢ imobilizovany na pracovni elektrodé. Na elektrodu bylo aplikovano napéti 1.5 V a byl
méfen fotonovy signal. Bylo dosazeno detekéniho limitu 0.005 U/ml. Vyvinuty biosenzor byl
velmi citlivy, jednoduchy, dlouhodobé stabilni, opakované pouZitelny a vhodny pro Siroky
rozsah stanoveni. K vyhodam pattil i zjednoduSeny postup, kdy biologicka separace
magnetickych ¢astic je snadna a vazba s ionty Zr** nepotiebuje chemické aktiva¢ni kroky [84].

Wang a kol. (2020) sestavili biosenzor pro monitorovani CK2 na subcelularni urovni pomoci
bio-bar-code. Nosi¢em pro elektrochemiluminiscen¢ni signal byla sonda bio-¢arového kodu (h-
DNA/AUNPs/p-DNA), kdy na AuNPs byla konjugovana fosforylovana DNA (p-DNA) a
vlasenkova DNA (h-DNA). Rozpoznavaci latkou byl specificky peptid. Zlata
ultramikroelektroda byla modifikovana specifickym peptidem, ktery byl fosforylovan CK2
v ptitomnosti ATP a byla métena elektrochemiluminiscence. Aktivita CK2 byla detekovana
v rozsahu 0.005-0.2 U/ml s detek¢nim limitem 0.001 U/ml. Metoda byla citliva a selektivni
diky dobré senzitivit¢ metody elektrochemiluminiscence, nizkému pozadi zlaté
ultramikroelektrody modifikované peptidem, amplifikaci bio-¢arového kodu a interkalaci
elektrochemiluminiscen¢nich reagencii do struktury h-DNA [85].

Chen a kol. (2013) wvyvinuli velmi citlivy a jednoduchy bezznackovy

elektrochemiluminiscen¢ni biosenzor pro stanoveni aktivity a inhibice PKA. Biosenzor byl
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zalozen na pievodu signdlu pomoci Zr** a zesileni signalu nanoéasticemi oxidu kfemiéitého (R-
PSiNP) zakon¢enych fosforylatem a zapouzdienych Ru(II) [65].

Zlata elektroda byla modifikovana substratovym peptidem. R-PSiNP byly navazany na
povrch zlaté elektrody a generovaly vysoky elektrochemiluminiscen¢ni signal. Jako pracovni
elektroda byla pouzita upravend zlata elektroda, jako referentni byla pouzita Ag/AgCl
s nasycenym roztokem KCI a platinovy drat byl pouzit jako protielektroda. Intenzita signalu
byla tmérna aktivit¢ PKA. Schéma tohoto elektrochemiluminiscen¢niho Stanoveni je

zobrazeno na Obr. 5 [65].

ECL signal
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Obr. 5 Elektrochemiluminiscencni detekce aktivity PKA s vyuzitim amplifikace signalu R-PSINP [65]
Detek¢ni limit metody byl 0.005 U/ml a linearni rozsah stanoveni pro PKA byl 0.01 U/ml
az 1 U/ml. Byla provedena optimalizace podminek, kdy jako optimalni koncentrace R-PSiNP
byla zvolena koncentrace 5 mg/ml, 80 uM ATP, 0.5 mM Zr* a maximélni fosforylace bylo
dosazeno za 1 hodinu. Vyvinuté stanoveni bylo mozno brat i jako obecnou platformu pro

monitorovani aktivit a inhibice jinych PK [65].

2.3.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnosti spektrometrie je jednou z nejcitlivéjSich technik, jak detekovat fosfoproteiny
nebo fosfopeptidy bez radioizotopového znaceni. Pro zvySeni citlivosti mohou byt
fosfoproteiny obohaceny a oddéleny od nefosforylovanych proteinti naptiklad dvourozmérnou
elektroforézou [77, 88].

U vsech metod stanoveni aktivity PK je nutné zvoleni spravnych podminek enzymatické
reakce pro kompletni fosforylaci kindzou. Po kazdé kinazové reakci dojde k ocekavané zmeéné
hmotnosti + 80, ¢imz se potvrzuje ptidani fosfatovych skupin ke kazdému z peptidovych
substrata [88].

Hmotnostni spektrometrie je zaloZena na ionizaci molekul vzorku v plynné fazi s naslednou

separaci a detekci vyslednych iontl podle poméru hmotnosti k néboji (m/z). Dle zplsobu
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ionizace a predpokladaného vyuziti mohou byt molekuly ionizovaného vzorku ucinné
fragmentovany za vzniku iontl produktu. Vysledkem je hmotnosti spektrum, ve kterém je
graficky znazornéna zavislost mnozstvi iontti na hodnoté m/z [89].

Hmotnostni spektrometr ma tii dulezité Casti - ionizator, analyzator a detektor. Funkce
ionizatoru je produkce iontli v plynném vzorku neidentifikovaného vzorku, funkce analyzatoru
je rozliSeni charakteristickych hmotnosti slozky podle poméru m/z a funkci detektoru je
identifikace iontt v poméru k jejich relativnimu mnozstvi [90].

Z hmotnostniho spektra je mozno ziskat informaci o molekulové hmotnosti vzorku a
hmotnosti jejich fragmenti, které lze vyuzit pro stanoveni struktury molekuly. Na zakladé
vysledku hmotnostniho spektra je mozna definitivni identifikace vzorku, nebot’ molekuly za
specifickych podminek fragmentuji jedine¢nym zpisobem [89].

Charakterizovani celé intaktni biomolekuly pomoci hmotnostni spektrometrie bylo velmi
prinosné pro pozorovani proteind, peptida a dalSich velkych biomolekul. Je to umoznéno diky
nastupu ionizacnich technik, které maji schopnost pienést velké, polarni a termolabilni
molekuly z roztoku nebo pevné faze do plynné jako neporusené molekularni ionty. K t€émto
ioniza¢nim technikam patii ionizace elektrosprejem (ESI) a ionizace laserem za ucasti matrice
(MALDI) [91].

Hmotnostni spektrometrie je extrémné citlivd a specificka analyticka technika, ktera je
schopna poskytovat kvalitativni a kvantitativni analytickd data o nanomolarnich mnoZstvich
analytu [92].

Sonoda a kol. (2004) vyvinuli testovaci systém pro PK aktivitu pomoci hmotnosti
spektrometrie, jehoz schéma je vidét na Obr. 6 [93].
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Obr. 6 Detekce aktivity PK pomoci hmotnosti spektrometrie, upraveno dle [93]
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Byly pouzity peptidové sondy PKA-H6 a PKA-D6, které obsahovaly specifickou sekvenci
pro PKA. Analyza byla provedena na hmotnostnim spektrometru s MALDI a analyzatorem
doby letu (TOF MS), kde bylo prokazalo, ze u vzorku s vyssi aktivitou PKA byla PKA-D6 vice
fosforylovana nez PKA-H6. Testovaci systém mohl detekovat desitky peptidovych sond
soucasné, pokud kazda sonda ma rozdilné hmotnostni ¢islo [93].

Min a kol. (2004) popsali strategii pro rychlé a semikvantitativni vyhodnoceni kinazovych
aktivit. Peptidové c¢ipy byly spojeny s MALDI-TOF MS. Jako substrat byly vyuzity
monovrstvy alkanthiolatt na zlaté, které 1ze pouzit K méfeni enzymovych aktivit a provadéni
vysoce vykonnych screeningli. Nebyly pouzity zadné znacky pro samostatné sestavené
monovrstvy pro MALDI (SAMDI) hmotnostni analyzu, coz vedlo ke zjednoduseni stanoveni
aktivity. Peptidovy substrat pro c-Src kinazu byl imobilizovan na cysteinovy konec
s maleimidovymi skupinami pfedstavujici samostatné sestavené monovrstvy. Monovrstva byla
analyzovana pomoci MALDI-TOF MS a hmotnostni spektra byla porovnana pied a po
fosforylaci [88].

Kinumi a kol. (2005) vyvinuli test pro aktivitu kinazy zalozeny na MALDI-TOF MS
s vyuzitim S-peptidu znacené¢ho biotinylovou skupinou. S-peptid byl navrzen pro
kalcium/kalmodulin-dependentni PK II. Kvantitativni vztah mezi fosforylovanym a
nefosforylovanym substratem byl stanoven z poméru ploch piku mezi dvéma piky. Upravou
substratového peptidu mohlo byt stanoveni pouzito pro jakykoli typ PK. Technika dostala nazev
,ZAffinity-Tagged Phosphorylation Assay by MALDI-TOF MS* [94].

2.3.5 Imunochemické stanoveni

Enzymovou imunoanalyzu na pevné fazi (ELISA) je mozné pouzit pro méfeni enzymové
aktivity PK. Pro detekci fosforylovaného peptidového substratu je vyuzivano fosfo-
specifickych protilatek [95, 96].

Forrer a kol. (1998) sestavili ELISA test pro méfeni enzymové aktivity MAP. Nejdiive byl
substrat imobilizovan na povrchu mikrotitracnich desti¢ek. Nasledné byla ptidana MAP kinaza
a ATP. Po inkubaci byla pridana fosfo-specificka protilatka k zachyceni fosforylovaného
peptidového substratu. K zachyceni komplexu protilatky a fosforylovaného peptidového
substratu byla pouzita kozi anti-rabbit 1gG protilatka znacena alkalickou fosfatazou se
specifitou proti fosfo-specifické protilatce. Byl piidan substratovy roztok pro alkalickou
fosfatazu, ktery obsahoval 4-nitrofenylfosfat, jehoz intenzita byla méfena spektrofotometrem
pro mikrotitraéni desticky. Tento postup byl oproti radioaktivnim metodam lep$i v ohledu

kvantifikace, pfesnosti, ¢asové naro¢nosti a moznosti automatizace [96].
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Rijksen a kol. (1996) zavedli ELISU pro stanoveni aktivity TK v biologickych vzorcich.
Jamky mikrotitracni desticky byly aktivovany maleinanhydrinem a modifikovany specifickym
peptidovym substratem pro TK patiici do rodiny Src kinaz. Do jamek byl piidan vzorek
obsahujici TK a ATP a smés byla inkubovana. Po inkubaci bylo stanoveno mnozstvi
fosforylovanych tyrosylovych zbytkii pomoci protilatek specifickych pro fosfotyrosin, na které
byla navazana sekundarni protilatka znacena peroxidazou. Test byl snadny, rychly a

reprodukovatelny vzhledem k obvyklym radioaktivnim metodam [97].

2.3.6 Elektrochemické stanoveni
V elektrochemickém biosenzoru je kombinovana schopnost elektrochemickych technik se
specifickou funkci biologického prvku, kterym muze byt enzym, protilatka, nukleova kyselina,
mikroorganismus nebo bunka. Jde o integrované zatizeni, které poskytuje vysoce specifickou
odpovéd’ na cil prostfednictvim molekuldrniho rozpoznavani a konformacnich zmén.
Bioreceptor je imobilizovan na elektrodé a jeho reakce s analytem vede k produkeci elektrického
signalu, ktery poskytuje kvalitativni ¢i kvantitativni signal [98, 99].
Biologické vrstva zajistuje specifické rozpoznani analytu. Pfevodnik pfevadi informaci
z této interakce na méfitelny signal. Elektrochemické pievodniky pievadi interakci na zménu
proudu, potencidlu ¢i vodivosti. Na konci je detekéni systém, ktery méfi tyto zmeény.
Uspotadani biosenzoru je schematicky zobrazeno na Obr. 7 [99].
senzoricka vrstva pievodnik

analyt

signél

Obr. 7 Schéma mérent biosenzoru, upraveno dle [99]

Typicky biokatalyticky rozpoznéavaci prvek, ktery je vyuzivam pii vyrobé biosenzori, je
enzym. Enzym katalyzuje pfeménu specifického substratu na novy produkt. Enzym je zcela
specificky pro svij substrat pro komplementarni vazebné misto. [100].

Nejvhodnéjsi je pouziti enzymtl v roztoce, protoze je v kazdém stanoveni Cerstva davka

katalyzatoru. AvSak u néckterych aplikaci to pfedstavuje omezeni pro vyvoj analytickych

postupt kvili vysoké spotiebé enzymi. Navic enzymy v roztoku nelze znovu pouzit, mohou
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byt nestabilni a velmi rychle ztracet svou aktivitu, pokud neni kontrola nad podminkami
prostfedi. Resenim je imobilizace enzymil pro rutinni pouzivani. Imobilizace zaru¢uje dobrou
katalytickou aktivitu a znovupouziti enzymu, diky cemuz se vyrazné¢ snizi naklady na analyzu
[101].

Imobilizace enzymu na pevny nosi¢ nebo zaclenénim do latky na povrchu elektrod, je jednim
selektivni a citlivé biosenzory. Aby byly piirozené biologické aktivity biosenzoru po
imobilizaci zachovany, bylo vyvinuto nékolik imobiliza¢nich technik s vysokou
biokompatibilitou, stabilitou a vodivosti [100, 101].

Elektrochemické biosenzory vykazuji vysokou senzitivitu a specifitu pro detekci kinaz diky
zesileni signadlu enzymil nebo nanomateriali. Diky vysoké senzitivité¢ je pii minimalnich
zménach koncentrace analytu pozorovana vyznamna zmeéna signalu. Specifita zajisti odliSeni
analytu od jinych materiald ve vzorku. Cim je specifita vyssi, tim efektivngji je méfen a
identifikovan analyt bez interferenci z jinych materiald. Pti imobilizované sond¢ na povrchu
elektrody mize dojit ke stérické zdbran¢, ¢imz se omezi interakce mezi reakénim mistem a
aktivnim centrem enzymu pro enzymatickou reakci. Tim dojde ke sniZeni ti€innosti fosforylace.
Biosenzor je uzivan pro analyzu 1é¢iv, diagnostiku onemocnéni a kvantifikaci biomolekul [72,
99, 100, 102].

Zakladem elektrochemickych analytickych metod je pfeména chemické a elektrické energie.
Mezi elektrochemické metody fadime potenciometrii, amperometrii, konduktometrii a
coulometrii. K vyhodam elektrochemie patii zejména jednoduchost, citlivost a presnost [98,
103].

Zakladem potenciometrie je méfeni rozdilu potencidlu mezi indikacni a referentni
elektrodou, které jsou spojeny se dvéma koncovymi vyvody voltmetru a ponofeny do méfeného
roztoku vzorku. Potencial poskytuje informace o koncentraci ionti ve vzorku. [99, 104, 105].

Amperometrie je zaloZena na méteni elektrického proudu v zavislosti na Case pii udrzovani
konstantniho elektrického potencidlu. Biosenzor na bazi amperometrie obvykle vyuziva
imobilizaci enzymu na povrchu elektrody, kde vznika elektricky proud, ktery je podminén
oxida¢ni nebo redukéni reakci pfimo souvisejici s enzymatickou reakci. Detekovany signal
koreluje s koncentraci analytu [106, 107].

Konduktometrie sleduje vodivost roztoku vzorku, kdy se béhem chemické reakce méni jeho
sloZzeni. Konduktometrické biosenzory obsahuji enzym, jehoz nabity produkt méni iontovou

silu, ¢imz dojde ke zvyseni vodivosti [98].
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Pti coulometrickych méfenich je méfen celkovy naboj, ktery je spotfebovan pii redoxni
konverzi analytu na elektrodé. Coulometrie je absolutni metoda, protoze elektricky néboj lze
m¢éfit s vysokou piesnosti [108].

Pro elektrochemickou metodu bez rozpoznavaciho prvku je velmi dalezitym faktorem
ucinna imobilizace receptoru ¢i substratu na elektrod¢ a vytvareni zesilenych signalt.. Vyvinuti
takovych biosenzori je diky moznosti pouziti nanomateriali [75].

Pii elektrochemickém méfeni ve vodnych roztocich se méfi v systému tii elektrod - dvou
kontrolnich elektrod (referentni a pomocna elektroda) a pracovni elektrody. Referentni
elektrodou mize byt nasycena kalomelova elektroda, reverzibilni vodikova elektroda nebo
chloridosttibrnd elektroda. Pracovni elektroda je vyrobena z usSlechtilého kovu (platinova
elektroda, zlata elektroda a stiibrnad elektroda) nebo na bazi uhliku (elektroda ze skelného
uhliku, elektroda z pyrolytického grafitu a elektroda =z uhlikové pasty). Schéma
tiielektrodového systému je uvedeno na Obr. 8 [99, 100, 109].
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Obr. 8 Trielektrodovy systém, upraveno dle [99]

Existuje nékolik pfistupt elektrochemického stanoveni, jakymi lze pomoci biosenzorh

studovat fosforylaci proteint a tim monitorovat aktivitu kinaz. TiOz

Detekce pomoci fotoelektrochemie

Fotoelektrochemické (PEC) metody maji vysokou citlivost, s ¢imz se poji lepsi analytické
provedeni. Oproti jinym technikdm maji vyhody ve snadném odecitani, levnych zatizenich a
jednoduché obsluze. PEC metody vyuzivaji svétlo k excitaci PEC aktivnich druhti a mé&ii se
generovany fotoproud. K pouzivanym fotoaktivnim druhtim patii kvantové tecky (QD) ¢i
nanocastice uslechtilych kovia [110, 111].

PEC biosenzor byl popsan pro detekci aktivity PKA na principu specifického rozpoznani
biotinylovaného Phos-tagu pro fosfopeptidy, indukované kinazou, ve spojeni s inhibici

elektronového pienosu streptavidinového tagu nebo pro zlepseni signalu ALP [110].
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Zhou a kol. (2015) sestavili biosenzor pro detekci aktivity PK a screening inhibitord. Pro
sestaveni biosenzoru byla vyuzita elektroda z oxidu india a cinu (ITO). AuNPs byly
imobilizované na povrchu elektrody. Povrch byl dale upraven nanorody Bi»Sz (fotoaktivni
material). S-peptid s cysteinem na C-konci byl fixovan na povrch elektrody prostiednictvim
vazby mezi AuNPs a thiolovou skupinou cysteinu. Takto pfipraveny peptid na ITO elektrodé
byl fosforylovan PKA. Nasledné byl biotinylovany phos-tag specificky zachycen fosfatovou
skupinou a na biotin byl navazan streptavidin (viz Obr. 9). Vysledné stanoveni bylo
fotoelektrochemickou detekci. Detekce aktivity PKA byla zaloZena na zménach fotoproudu,

kdy jeho pokles koreloval s trovni fosforylace [69].
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Obr. 9 Detekce PKA s vyuzitim Phos-tag, upraveno dle [69]

Na interakci avidin-biotin navrhli také Chang a kol. (2021) heterogenni elektrochemickou
metodu pro detekci aktivity kinaz. Fosforyla¢ni reakce byla provadéna v roztoku.
Biotinylovany fosfopeptid byl zachycen na neutravidinem modifikované elektrodé
prostiednictvim interakce avidin-biotin. Nasledné byla ptidana signalni smés, ktera obsahoval
AuNPs modifikované neutravidinem, dipeptid znaceny ferrocenem, biotinylovany Phos-tag a
kovovy chelator Zn?*, Biotinylovany fosfopeptid byl rozpoznim signalni smési a vysledna
detekce byla diferen¢né pulzni voltametrii [102].

Wang a kol. (2017) sestavili biosenzor pro detekci aktivity a hodnoceni inhibitord PKA. V
PEC biosenzoru byly vyuzity kovové organické kostry (MOFs), zalozené na klastru Zr, které
slouzily jako tichyty pro fosfatové skupiny a nosice pro fotoaktivni barviva. MOFs byly fazeny
do tfidy anorganicko-organickych hybrida. M¢li velky povrch, flexibilni pdrovitost, snadno
ptizpusobitelnou kompozici a aktivni mista. UiO série ze Zr klastri, zaloZzenych na MOFs, byly
integrovany s vyhodami stability ve vodnych podminkach a mensi toxicity. Uginnost odbéru
svétla byla zlepSena diky poérovitosti, kdy bylo mozné pojmout velké mnozstvi fotoaktivnich
barviv. Kovova centra v UiO sériich z MOFs mohly byt vyuzity jako QD [110].
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Pro jeho sestaveni byla pouzita substratem Kemptide modifikovana TiO2/ITO elektroda,
ktery byl fosforylovan PKA. Byly piidany [Ru(bpy)s]?*@UiO-66 sondy, které byly specificky
chelatovany na fosforylovany substrat Kemptide prostfednictvim vysoké afinity mezi
povrchovymi defekty Zr* na Zr-O klastrech a fosfatovymi skupinami ve fosforylovaném
substratu Kemptide. Fotoelektrochemicky byl detegovan fotoproud, generovany ozarenim
viditelné¢ho svétla, odpovidajici aktivité¢ PKA. Usporadani takového biosenzoru je uvedeno na

Obr. 10 [110].
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Obr. 10 Detekce pomoci fotoelektrochemie, upraveno dle [110]

Detekce pomoci tvorby fosfatovych ionta

Shen a kol. (2016) sestavili biosenzor pro monitorovani aktivity a inhibice PKA a ALP.
Biosenzor byl zalozen na principu hydrolyzy ATP na adenosindifosfat (ADP) pomoci PKA,
zatimco pyrofosfat byl hydrolyzovan ALP. Fosfatové ionty byly vedlejsim produktem téchto
dvou d¢&ji a reagovaly s kyselym molybdenanem na elektrodé ze skelného uhliku za vzniku
srazeniny molybdofosfatu, generujici elektrochemicky proud, ktery umérné odpovida aktivité
PKA nebo ALP (viz. Obr. 11). Pro jeho sestaveni byla pouzita zlata elektroda, ktera byla
modifikovana GO. Nasledn¢ byl pfidan roztok NapHOP4, roztok Na,MoOs, ATP a PKA.
Srazenina molybdofosfatu byla indukovana redoxnim proudem na povrchu elektrody. Vysledna
detekce byla cyklickou voltametrii. Vyhody vyvinuté metody byly v jednoduché obsluze,
nizkych nékladech, Sirokém linedrnim rozsahu, dobr¢ citlivosti (pfi zvySeni koncentrace ATP
na 250 uM se zvysila citlivost senzoru smérem k 50 U/ml PKA) a nizkém limitu detekce.
Biosenzor bylo mozné aplikovat v klinickém pouziti a pro biomedicinsky vyzkum, diky
regulaci bunéénych procest, iniciaci a progresi nadord, na kterych se PKA podili [62, 112,
113].
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Obr. 11 Detekce pomoci depozice redoxnich srazenin, upraveno dle [62]

Lee a kol. (2020) vyvinuli citlivou metodu pro monitorovani aktivity PKA. Byla pouzita
elektroda ze skelného uhliku, ktera byla modifikovana AuNPs/rGO-GCE. Na elektrodu byl
adsorpci fixovan C-Kemptide prostiednictvim vazby zlata a thiolovych skupin. Pro méfeni
aktivity PKA byla AuNPs/rGO-GCE elektroda modifikovana C-Kemptide ponoiena do roztoku
sulfidu olovnatého o specifické koncentraci PKA, ATP a ferokyanidu draselného. Fosforylace
substratu C-Kemptide byla regulovana PKA a ATP. Detekce bez znafeni byla umoznéna
zabranénim pfenosu naboje z redoxniho indikdtoru, kterym byl ferokyanid draselny, kvili
tvorbé negativné nabitych fosfatovych ionti na AuNPs/rGO-GCE modifikované C-Kemptide
[75].

Aktivitu PKA bylo mozné citlivé monitorovat s limitem detekce az 53 mU/ml. Metodou
bylo umoZnéno selektivni odliSeni cild od interferujicich druhl, coz mélo uplatnéni

v komplexnich bunéénych lyzatech [75].

Detekce s vyuZitim mikro¢ip naplnénych FesOs@PNE-Ti*

Xu a kol. (2020) vyvinuli biosenzor pro stanoveni aktivity kindzy s vyuzitim
mikro¢ipd, naplnénych  Fes0s@PNE-Ti**. Pro separaci peptidového substritu a
fosforylovaného produktu byla pouzita metoda fosfatové afinitni elektroforézy zalozené na
mikrocipech. K separaci fosforylovanych a nefosforylovanych proteinil byla vyuzita kapilara,
ktera uvniti obsahovala magnetické nanoéastice s imobilizovanymi Fe3* [73, 114].

Pokud doslo k fosforylaci peptidic pomoci PKA, bylo mozné pozorovat uc¢innou separaci
fosforylovanych a nefosforylovanych peptidéi na mikrodipu s naplni Fes0s@PNE-Ti*". Tato
separace byla zprostiedkovana diky specifické interakci mezi fosfatovymi skupinami a Ti%*".
Cim vyssi byla aktivita PK, tim vice vzniklo fosforylovaného peptidu a byla detekovana vétsi
plocha piku fosforylovaného peptidu pomoci mikrocipové elektroforézy. Detekéni potencial
byl + 0.6 V a separa¢ni napéti + 1100 V. Vytézky se pohybovaly v rozmezi 97-102 %. Linearni
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rozsah byl 0.05-4 U/ml a mez detekce 0.015 U/ml. Stanoveni aktivity PKA s vyuzitim izolace
fosforylovaného substratu na mikro¢ipu na bazi Fes04@PNE-Ti* bylo kvantitativni, rychlé a
citlivé [73].

Detekce se zesilenim signalu pomoci polymerace

Hu a kol. (2018) popsali elektrochemickou platformu pro detekci aktivity PK, kdy jako
modelova PK byla pouzita PKA, ktera vyuzivala elektrochemicky zprostiedkovanou
polymeraci jako zesileni signalu [72].

S-peptidy byly imobilizovany na povrch zlaté elektrody pomoci Au-S, prostiednictvim
vazeb Au na thiolové skupiny. S-peptidy byly fosforylovany PKA v ptitomnosti ATP jako
kosubstratu. Alkylbromid a kyselina a-bromfenyloctova byly ptipojeny na fosforylovana mista
prostfednictvim karboxylat-Zr**-fosfitu. Za ptitomnosti povrchové pfipojené kyseliny a-
brombenyloctové jako iniciatoru a akrylatem znaceného ferrocenem (Fc) jako monomeru, doslo
K in situ roubovani elektroaktivnich polymeru z fosforylovanych mist. Fc byl pouzit jako redox
aktivni znacka [72].

Velké mnozstvi Fc tagl bylo navazdno na fosforylovana mista z divodu polymerace
zprostiedkované elektrochemicky. Tim byla vyrazné zlepsena citlivost detekce. Metoda byla
vysoce selektivni, provozné jednoducha (bez potieby nanomaterialti ¢i enzymu), velmi G¢inna,

finanéné efektivni a vyuzitelna pro screening inhibitort a PK [72, 115].

Detekce s vyuzitim adenosin 5°-[y-ferrocen] trifosfatu (Fc-ATP)

Kerman a kol. (2008) sestavili biosenzor pro monitorovani aktivity a inhibice serin/threonin
kinaz, CK2 a proteinovych TK. Aktivita kindz byla detegovana pomoci redox aktivniho
kosubstratu Fc-ATP, ktery umozioval pfenos redox aktivniho y-fosfatu-Fc, katalyzovany
kinazou, na hydroxyaminokyselinu [116, 117].

Zakladem bylo znaceni specifického produktu fosforyla¢ni reakce Fc, po kterém nasledovala
elektrochemicka detekce square-wave votametrii. Monitorovani aktivit kindz a jejich substratl
a inhibice malych molekul inhibitort proteinové fosforylace bylo umoznéno ferrocenylovanym
peptidem [117].

S-peptid byl imobilizovan na povrchu Au elektrody prostiednictvim sulfidickych vazeb
kyseliny lipoové. Pienos y-fosfat-Fc skupiny na serin/threoninové ¢i tyrosinové zbytky byl
katalyzovan kindzou. Skupina Fc, ktera byla pripojena k peptidu, byla detekovana

elektrochemicky pomoci cyklické voltametrie [117].
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Detekce pomoci stiibrnych nanocastic (AgNPs)

Liu a kol. (2017) sestavili biosenzor pro detekci aktivity PK. Pro jeho sestaveni byla vyuzita
zlata elektroda, modifikovana peptidem obsahujici citrat. Po prob¢hnuti fosforylace, AgNPs
byly zachyceny thiofosforylovanym peptidem a 4-merkaptofenylboronova kyselina (MPSA)
byla pfipojena k povrchové ukotvenym AgNPs. AgNPs s citratovou ¢epickou byly zachyceny
molekulami MPBA, prostiednictvim tvorby boronatovych esterovych vazeb. Tim byla
vytvoiena sit AgNPs-MPBA-AgNPs, kterd vedla k zesileni elektrochemického signalu.
Vysledna detekce byla pomoci voltametrie S linearnim rozmitanim [116].

Vyhoda oproti dfive popsanym strategii zesilovani signalu na bazi nanocastic byla v absenci
modifikace nanocastic, dobrém elektrochemickém signalu a vysoké citlivosti. Princip detekce

byl velmi jednoduchy a nabizel snadny postup provedeni [116].

Detekce s vyuzitim Zr** a hybridiza¢ni Fetézové reakce (HCR) pro amplifikaci signalu

Cheng a kol. (2021) sestavili biosenzor pro detekci aktivity PKA, ktery byl zalozen na
kombinaci pfechodného signalu zprosttedkovaného Zr** a HCR, zajist'ujici amplifikaci signalu.
Jednalo se o uspornou metodu bez potieby protilatky, protedzy a znaceni. [118].

Byla pouzita zlata elektroda, modifikovana peptidem. Elektroda byla vlozena do roztoku
PKA a nésledné byl piidan Zr** roztok. Zr** ionty byly navazany na fosforylované misto
peptidu pomoci chelatace Zr** a fosfatovych skupin. Podobné byl k Zr** vazan 5 fosforylovany
konec deoxyribonukleové kyseliny 1 (DNA1). Pro iniciaci HCR byla smés inkubovana se smési
molecular beacons (MB). Pro tvorbu G-quadruplex-hemin byl ptidan hemin, ktery katalyzoval
peroxida¢ni reakci se zdmérem zesileni elektrochemické signalizace. Vysledna detekce byla
métena pomoci diferencialni pulzni voltametrie a elektrochemickou impedan¢ni spektroskopii.
Odezva signalu byla imérna PKA. Uspotadani takového senzoru je zobrazeno na Obr. 12 [118,
119].
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Obr. 12 Detekce s vyuzitim Zr** a hybridizacni Fetézové reakce pro amplifikaci signalu, upraveno dle [118]

Detekce s vyuZitim zlatych nanoc¢astic

Pro elektrochemické stanoveni PK jsou vyuzivany nanomaterialy. Jedna se o nanocastice
TiO2 ¢i nanokompozity na bazi TiO2 a AUNPs [71].

Nanocastice TiO2 ¢i nanokompozity na bazi TiO2 jsou snadno konjugovatelné s elektrodami,
které¢ jsou modifikované fosforylovanymi peptidy, z divodu vlastnosti selektivné vézat
fosfatové funkéni skupiny. To je pouzito k jednoduché detekci PK s vysokou citlivosti [71].

AuNPs byly vyuzity pro elektrochemické biosenzory pro detekci aktivity PK. Maji unikatni
optické a elektronické vlastnosti zavislé na velikosti a tvaru, vysoky pomér povrchové plochy
k objemu a lIze je snadno modifikovat ligandy, které ovliviiuji jejich povrchové vlastnosti.
Povrchové vlastnosti mohou ovlivnit absorpci H202 a procesy pienosu elektronil
prostiednictvim ¢astic a ndsledne ovlivnit katalytickou schopnost +AuNPs. Aktivita +AuNPs,
zakoncenych cysteaminem, je podobna peroxidaze [71, 120, 121].

Voltametricka detekce nanocastic Au na povrchu je jednoducha a vysoce citliva. Byly
vyuzity i dalsi techniky voltametrické detekce nanocéstic Au, které jsou vsak ¢asoveé narocné
se slozitymi pracovnimi postupy [122, 123].

Perspektivni materidl piredstavuji uhlikové nanotrubice (CNT), které jsou slozeny z dutych
grafitickych valcl. Diky jejich vlastnostem, ke kterym patii vysoka elektronickd vodivost,
jedinecna elektronicka struktura a velky specificky povrch, jsou CNT slibné jako imobiliza¢ni
latka pro vyvoj elektrochemickych biosenzoru [71, 124].

Kerman a kol. (2007) vyvinuli elektrochemicky biosenzor pro detekci aktivity PK. Byla
vyuzita specificka fosforylacni reakce v pfitomnosti ATP-S a vyuzitim AuNPs, nasledovana

elektrochemickou detekci. Podminky experimentu, zejména koncentrace ATP-S 75 uM a PKC
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100 U m/1, reakéni doba 1 hodina a teplota na 30 °C, byly nastaveny pro thiofosforyla¢ni reakce.
Biotinylovany peptidovy substrat PKC{ byl imobilizovan na uhlikové elektrod€, potazené
streptavidinem. Fosforylace byla spojena s thiolaci substratového peptidu za pouziti ATP-S
jako kosubstratu. Thiofosforylovany a biotinylovany peptidovy substrat afinitné reagoval se
streptavidinem na AuNPs a doslo kvazbé AuNPs na peptidovy substrat. Kyselina
chlorovodikova byla pfidana ke smési. Byly detegovany Au(lll) ionty uvolnéné z AuUNPS
okyseleni, které byly detegovany square-wave voltametrii (viz. Obr. 13) [116, 122, 123].

NH
ATP-S N
HN
& § 0 © NN :
O-P-0-P-0O-P-0 {
oo o o o

“ . P OH OH ay o b~
0 £ ¥ proteinkinaza e ? ( »
AAXa AL N =) SofFa Ve

streptavidinem potazena
uhlikova elektroda

Ba e o6 square wave 2 .
2 ) ¢ q [AuCl,) Al 4C1
( ; ’ 2 ) u
Au nanocastice O @ VO voltametrie ;i <
ARLa AA . > —c .

Obr. 13 Detekce s vyuzitim Au nanocastic, upraveno dle [122]

Liu a kol. (2014) vyvinuli jednoduchou a citlivou metodu pro stanoveni aktivity a inhibice
PKA s vyuzitim AuNPs/vicevrstvych uhlikovych nanotrubic (MWNTs) nanohybridd.
Vyuzivaji se vyhody +AuNPs podobné peroxiddze a ptenos signalu a amplifikace MWNTS. Na
elektrodé imobilizovany peptidovy substrat byl fosforylovan PKA za pouziti ATP-S jako
kosubstratu. Nanohybridy AuNPS/MWNTSs byly konjugovany na fosforylovany peptidovy
substrat pomoci vazby Au-S. Oxidace 3,3°,5,5 -tetramethylbenzidinu (TMB) byla katalyzovana
konjugovanymi nanohybridy AuNPs/MWNTs za pomoci H20>. Nasledné doslo k jeho redukci
na elektrod¢, vlivem které byl generovan proud. Vznikly proud byl imérny aktivité PKA.
Vyvinuta metoda slouzila jako snimaci platforma pro monitoraci aktivity a inhibice PKA [71,

125].

44



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomiicky

Pristroje a pomucky:

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

Rotator Bio RS-24 (Biosan, Riga, Lotyssko)

Magneticky separator (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA)
Potenciostat Palm Sens elektrochemicky biosenzor Interface (Palm Instruments BU,
Nizozemsko)

Uhlikové elektrody OrionHT (Orion, High Technologies S. L., Spanélsko)

Uhlikové elektrody DropSens Metrohm DRP-C110 (Metrohm DropSens, Svycarsko)
DropsSens Metronm DRP-110STR s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou
streptavidinem, (Metrohm DropSens, Svycarsko)

Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

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

Zatizeni  pro  vyrobu  ultradist¢t  vody TKA  Smart2Pure  (TKA
Wasseraufbereitungssysteme GmbH, Niederelbert, Némecko)

Nosi¢ OLIGO™ R3 Reversed-Phase Resin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)

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

MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Zlaté nanocastice o velikosti 5, 10, 20, 30 a 50 nm, stabilizované v citratovém pufru
(Sigma-Aldrich, Kalifornie, USA)

Bio Vortex V1 (Biosan, Riga, LotySsko)

Pouzité magnetické Castice

Sera-Mag Speed Beads o praméru 0,816 pum s karboxylatovou funkéni skupinou
(Metachem Diagnostics Ltd, Piddington Northampton, UK)
Dynabeads© MyOne™ modifikované karboxylovou kyselinou, o priméru 1 pm

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Baltics UAB Vilnius, Litva)
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Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 o praméru 1 um (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Baltics UAB Vilnius, Litva)

Specidlni biochemikalie

Proteinkinaza A (PKA), podjednotka Co mysi, rekombinantni, pivod E. coli,
uchovéavaci roztok: 20 mM MOPS pH 7, 150 mM NaCl, | mM DTT, 1 mM EDTA a
50% glycerol, ¢istota > 95 % (SDS-PAGE), teoreticka molekulova hmotnost 168 kDa,
aktivita 15 000 000 U/mg (Biaffin GmbH & Co KG, Kassel, Némecko), dale pouzivan
nazev PKA

Adenosin 5°-Trifosfat (New England, BioLabs® Inc.)

Adenosin 5°-[y-thio]trifosfat tetralitna sul, Cistota >75 %, prasek (Sigma-Aldrich
CHEMIE GmbH, Steinheim, Némecko)

Kemptide o sekvenci LRRASLG (Enzo Life Science, Farmingdale, NY, USA)
Biotin-Kemptide o sekvenci biotin-LRRASLG, ¢istota >95 % (Abbexa Ltd, Cambridge,
UK)
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3.2 Imobilizace proteinkinazy A na magneticky nosic¢

Pouzité chemikélie:

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

N-hydroxysulfosukcinimid sodny (Sulfo-NHS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina (MES, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (TRIS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Kyselina chlorovodikova 37% (Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH, Steinheim, Némecko)
N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-cthansulfonova kyselina (HEPES, Sigma®, St. Louis,
MO, USA)

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

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

Chlorid hotfe¢naty (MgClz)

Pouzité roztoky:

50 mM MES pufr, pH 6.0
100 mM TRIS-HCI pufr, pH 7.2
Reakéni pufr, pH 7.2: 40 mM HEPES s 5 mM EGTA, 2 mM DTT a 5 mM MgCl;

Postup:
Postup je uveden pro vazbu 6 ug PKA na 1.2 mg magnetického nosice. Bylo odebrano 1.2

mg magnetickych ¢astic, které byly pomoci magnetického separatoru promyty 5x 1.2 ml 50

mM MES pufru, pH 6.0. K magnetickym ¢asticim bylo pfidano 9 mg EDAC v 600 ul MES
pufru, pH 6.0 a 1,5 mg sulfo-NHS ve 600 ul MES pufru, pH 6.0. Takto pfipravena reakéni smés
byla inkubovana 30 min na rotitoru pii laboratorni teploté. Supernatant byl odstranén a
k magnetickym casticim bylo ptidano 6 pg PKA s MES pufrem , pH 6.0. Takto pfipravena smés
byla inkubovana 18 h pti 4 °C na rotatoru. Nasledujici den byl supernatant odstranén a bylo
ptidano 1.2 ml 100 mM TRIS-HCI pufru, pH 7.2. Ptipravena smés byla inkubovana 40 min na
rotatoru pii laboratorni teploté. Nasledné byly Castice promyty 5x 1.2 ml 50 mM MES pufrem,
pH 6.0 a 5x 1.2 ml 40 mM HEPES pufrem, pH 7.2. Pro pozdé¢jsi pouziti jsou magnetické Castice
s imobilizovanou PKA skladovany v 50 mM MES pufru, 6,0 pii teploté 4 °C.
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3.3 Fosforylace peptidového substratu proteinkinazou A

Pouzité chemikélie:

e N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonova kyselina (HEPES, Sigma®, St. Louis,
MO, USA)

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

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

e Chlorid hofecnaty (MgCl,)

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

Pouzité roztoky:
e 40 mM HEPES s5 mM EGTA, 2 mM DTT a5 mM MgCly, pH 7.2
e 50 mM MES pufr, pH 6.0

3.3.1 Fosforylace peptidového substratu solubilni proteinkinazou A v ¢ase

Postup:

Byly pfipraveny ¢tyfi rizné reakéni smési. Na prvni reakéni smés byl smichan reakéni pufr,
5 ul ATP (0.5 mM), 1 ul biotin-Kemptide (10 ug) a 0.68 ug PKA v celkovém objemu 100 pl.
Na druhou reakéni smés byl smichan reakéni puft, S ul ATP-S (0.5 mM), 1 ul biotin-Kemptide
(10 nug) a 0.68 ug PKA. Na tieti reak¢éni smés byl smichan reakéni pufr, 5 ul ATP (0.5 mM), 10
ul Kemptide (10 pg) a 0.68 pg PKA. Na ¢tvrtou reakéni smés byl smichan reakéni puft, 5 pl
ATP-S (0.5 mM), 10 ul Kemptide (10 pg) a 0.68 pg PKA. Pripravené reakéni smési, obsahujici
solubilni PKA, reak¢ni pufr, ATP ¢i ATP-S a Kemptide ¢i biotin-Kemptide, byly inkubovany
pti 30 °C na rotatoru. Inkubace probihala 1, 3 a 20 hodin. Pokud neprob&hlo méfeni po skonéeni
fosforylaéni reakce, vzorky fosforylovanych peptidovych substrati byly uskladnény pfi teploté
-20 °C.

3.3.2 Fosforylace peptidového substratu proteinkinazou A imobilizovanou

na magneticky nosic¢

Postup:
Magnetické ¢astice byly 2x 1.2 ml promyty HEPES pufrem, pH 7.2. Bylo odebrano takové

mnozstvi magnetickych ¢astic s imobilizovanym enzymem, které odpovidalo 1.5 pg
imobilizované kinazy. K prvnimu alikvotu magnetickych castic bylo ptidano 94 pl reak¢éniho
pufru, 1 pl biotin-Kemptide (10 pg) a 5 pul ATP (0.5 mM). Ke druhému alikvotu magnetickych
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¢astic bylo pfidano 94 pl reakéniho pufru, 1 pl biotin-Kemptide (10 pug) a5 ul ATP-S (0.5 mM).
Ke tretimu alikvotu magnetickych ¢astic bylo pfidano 85 pl reakéniho pufru, 10 ul Kemptide
(10 pg) a 5 pl ATP (0.5 mM). Ke ¢tvrtému alikvotu magnetickych ¢astic bylo ptidano 85 pl
reak¢niho pufru, 10 pl Kemptide (10 pg) a 5 ul ATP-S (0.5 mM). Reakéni smés byla
inkubovana 3 nebo 5 h pti 30 °C na rotatoru. Pokud neprob&hlo méteni po skonceni fosforylac¢ni
reakce, vzorky fosforylovanych peptidovych substrati byly uskladnény pfi teploté -20 °C. Po
odebrani supernatantu byly magnetické ¢astice 5x 300 ul promyty 50 mM MES pufrem, pH 6.0

a uchovany v ném.

3.3.3 Kalibraéni zavislost solubilni proteinkinazy A
Bylo zvoleno Sest koncentraci PKA - 0.5, 1, 1.5, 2, 3 a 5 ug PKA. Reak¢ni smés byla
vytvorena dle Tabulky 1 v celkovém reakénim objemu 100 ul. Reakéni smés byla inkubovana
3 hodiny pii 30 °C na rotatoru. Pokud vzorky nebyly méfeny ihned po skonceni fosforyla¢ni
reakce, byly uskladnény pii teploté -20 °C.

Tabulka 1 Slozeni reakcni smési pro méreni kalibracni zavislosti solubilni PKA

cPKA[ugl VPKA[p]] V HEPES pufr [pl] V BK [ul] V ATP-S [p]]
0.5 0.73 93.27 1 5
1 1.47 92.53 1 5
1.5 2.2 91.8 1 5
2 2.94 91.06 1 5
3 441 89.59 1 5
5 7.35 86.65 1 5

3.4 Detekce fosforylovaného substratu pomoci hmotnostni spektrometrie

3.4.1 Odsoleni vzorkii na mikrokolonkach plnénych POROS OLIGO™ R3

reverzni fazi

Pouzité chemikalie:
e Acetonitril 99.8% (ACN, Sigma-Aldrich CHEMIE, GmbH, Steinheim, Némecko)
e Kyselina trifluoroctova 99% (TFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB, LaserBio Labs SARL, Valbonne, Francie)
e Kyselina fosfore¢na (HsPOs, Fluka, New Jersey, USA)

Pouzité roztoky:
e 80% ACN/0.1% TFA
e 0.1%TFA
e 5% TFA
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. Matrice pro fosforylované substraty DHB 10 mg/ml v 50% ACN/0.1% TFA s 1%
H3POq4
e Suspenze faze OLIGO™ R3 Reversed-Phase Resin v 80% ACN/0.1% TFA

Postup:
Posledni 2-3 mm GELoaderu byly stlaceny fixem takovym zptsobem, aby byl plochy a

nedochazelo k uvoliiovani faze. Do takto ptipraveného GELoaderu bylo napipetovano 10 ul
homogenizované suspenze faze. Pomoci insulin stiikacky byla faze opatrné tlacena. Pipetovana
hustota homogenizované suspenze faze byla optimalizovana tak, aby délka kolonky byla
idealn¢ 1 cm. Do takto pfipravené kolonky bylo napipetovano 10 pl 80% ACN/0.1% TFA a
protlaceno. Nasledné bylo napipetovano 15 pl 0.1% TFA K promyti kolonky a protlaceno tak,
aby nad fazi zustalo 5 pl. Vzorky byly okyseleny 5% TFA (10:1) a nanaseny do kolonky po 10
ul bez fedéni. Faze s navazanym vzorkem byla promyta 1x 15 pl 0.1% TFA a zbytkovy vzduch
byl protlacen skrz fazi, aby doslo k vysuSeni fdze a nedoSlo k fedéni elu¢niho roztoku. Do
Spicky byly pfidany 4 ul matrice a nasledna eluce probihala pfimo na MALDI desti¢ku. Vzorek
byl nanaSen tak, aby byla spota z 1/2 az 3/4 zakryta roztokem. Analyza byla provedena na
hmotnostnim spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL, ktery analyzuje v pozitivnim mddu
s rozliSovaci schopnosti 60000 (FWHM u m/z = 400).

3.4.2 Vyhodnoceni dat ziskanych hmotnostni spektrometrii

Z hmotnostniho spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL byla ziskdna hmotnostni spektra.
Pomér hmotnosti a naboje (m/z) nefosforylovaného substratu Kemptide PKA odpovida hodnoté
772, fosforylované formé v pfitomnosti ATP odpovida hodnota 852. V ptitomnosti ATP-S je
hodnota m/z fosforylovaného substratu Kemptide PKA 868, kde se s¢ita relativni intenzita pikt
fosforylace v pfitomnosti ATP a ATP-S. U nefosforylovaného substratu biotin-Kemptide
odpovida hodnota m/z 998. Fosforylovany substrat biotin-Kemptide v pfitomnosti ATP
odpovida hodnoté m/z 1078, v ptitomnosti ATP-S je hodnota m/z 1094. Z hmotnostnich spekter
byly odecteny relativni intenzity piki, které odpovidali nefosforylované a fosforylované forme
substratu Kemptide ¢i biotin-Kemptide. Z odectenych intenzit byla vypoctena procentualni

mira fosforylace substratu Kemptide ¢i biotin-Kemptide podle Rovnice 1 v pfitomnosti ATP.

osforvlovany substrat
Mira fosforylace [%)] = fosfory i

fosforylovany substrat + nefosforylovany substrat

Rovnice 1 Vypocet miry fosforylace substratu v [%] v pritomnosti ATP

Vypocet procentualni miry fosforylace v piitomnosti ATP-S zobrazuje Rovnice 2.
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Mira fosforylace[%)]
B fosforylovany substrat v ptitomnosti ATP + ATP — S
~ fosforylovany substrat v piitomnosti ATP + ATP — S + nefosforylovany substrat

Rovnice 2 Vypocet miry fosforylace substratu v [%] v pritomnosti ATP-S

3.5 Elektrochemicka detekce fosforylovaného substratu

3.5.1 Podminky elektrochemické detekce

Tabulka 2 Podminky pretreatmentu square-wave katodické rozpoustéci voltametrie (SWCSV)

kondi¢ni E -0.15V
kondiéni t 0s
depozicniE -1V
depozitnit Os

t ekvilibrace 2s

E zatatek -1.0V

E konec 0.0V

E krok 0.003V
amplituda 0.02805 V
frekvence 25.0 Hz

Tabulka 3 Podminky méreni SWCSV

kondi¢ni E 0.15V
kondi¢ni t 120 s
depozi¢niE 1.2V
depozi¢nit  180s

t ekvilibrace 2s

E zacatek 1.2V

E konec 0.0V

E krok 0.003V
amplituda 0.02805 V
frekvence 25.0 Hz

Podminky, za jakych probihal pretreatment u SWCSV jsou zobrazeny v Tabulce 2.
Podminky méfeni SWCSV jsou vypsany v Tabulce 3.

3.5.2 Vybér elektrod a detekénich zlatych nanocastic

Pouzité chemikalie:

e Kyselina chlorovodikova 37% (Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH, Steinheim, Némecko)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na2HPOs, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR)
¢ Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PQa, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR)
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e Chlorid sodny (NaCl, Lach-Ner, s.r.o0., Neratovice, CR)

e Chlorid draselny (KCI, Penta, Chrudim, CR)

¢ N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonova kyselina (HEPES, Sigma®, St. Louis,
MO, USA)

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

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

e Chlorid hofe¢naty (MgCly)

Pouzité roztoky:

e PBSpufr,pH 7.4

e 40 mM HEPES pufr, pH 7.2
e 0.1MHCI

Postup:
Na uhlikovou elektrodu OrionHT bylo napipetovano 100 pl PBS pufru, pH 7.4, a byl 10x

spustén pretreatment, béhem kterého dochdzi k elektrochemické piedupravé elektrody.
Elektrochemické Cisténi bylo pusténo za podminek uvedenych v kapitole 3.5.1.

Mezitim bylo smichano 100 pl 0.1 M HCI spolu s 10 pl AuNPs v citratovém pufru. Byly
pouzity AuNPs o velikostech 5, 10, 20, 30 a 50 nm. Pfipravena smés byla zvortexovana na Bio
Vortex V1 a 3 minuty inkubovéna na rotatoru. PBS pufr byl opatrné odstranén z elektrody a
bylo napipetovano 100 pl smési 0.1 M HCl a AuNPs. Bylo pusténo méfeni, jehoz podminky
jsou zobrazeny v kapitole 3.5.1. U DropSens Metronm DRP-c110 elektrod neni tieba
elektrochemické Cisténi. Dal$i postup je totozny jako u elektrod OrionHT.

Na DropSens DRP-110STR elektrodu bylo naneseno 100 ul PBS pufru, pH 7.4 nebo 100 pl
HEPES pufru, pH 7.2 a bylo pusténo 1x méteni podle podminek zobrazenych v kapitole 3.5.1.
Mezitim bylo smichano 10 pl nebo 20 pul AuNPs v citratovém pufru spolecné s 0.1 M HCl a
doplInéno na objem 100 pl. Byly pouzity AuNPs o velikostech 5, 10, 20, 30 a 50 nm. Pfipravena
smés byla zvortexovana na Bio Vortexu V1 a 3 minuty inkubovana na rotatoru. PBS pufr, pH
7.4 ¢i HEPES puft, pH 7.2 byl opatrné odstranén z elektrody a bylo napipetovano 100 pl smési
0.1 M HCI a AuNPs, které se pied aplikaci zvortexovaly na Bio Vortex V1. Méfeni probéhlo
dle podminek zobrazenych v kapitole 3.5.1.
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3.5.3 Izolace fosforylovaného substratu na streptavidinem modifikovanych

elektrodach

Pouzité chemikalie:

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

e Kyselina chlorovodikova 37% (Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH, Steinheim, Némecko)

Pouzité roztoky:

e 0.1 MHCI

e 10 mM citranovy pufr, pH 3.0

Postup:
Po probéhnuti fosforyla¢ni reakce dle kapitoly 3.3.2 pro imobilizovanou PKA, s vyuzitim

substratu biotin-Kemptide v pfitomnosti ATP-S s dobou fosforylace minimalné 3 hodiny, byly

u imobilizované PKA magnetické Castice odseparovany od supernatantu na magnetickém

separatoru. Supernatant byl nanesen na DropSens elektrodu DRP-110STR a smés byla

inkubovana 20 minut pfi laboratorni teploté v zakrytych Petriho miskach. Vzorek byl odstranén

a na elektrodu byla nanesena piedem smichana smés 10 ¢i 20 ul 10 nm AuNPs a citranového

pufru, pH 3.0 v celkovém objemu 100 pl. Nasledovala inkubace 20 minut pfi laboratorni

teploté. Smés byla odtazena a elektroda byla promyta 1x 100 pl citranového pufru, pH 3.0.

Nasledné bylo na elektrodu napipetovano 100 pl 0.1 M HCI a prob&hla 3 minutova inkubace.

Nasledovalo méteni za podminek v kapitole 3.5.1.

3.5.4 Izolace fosforylovaného substratu pomoci magnetickych ¢astic
modifikovanych streptavidinem
Pouzité chemikalie:

e Kyselina chlorovodikova 37% (Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH, Steinheim, Némecko)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny (NazHPOa, Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, CR)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PQa, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR)
e Chlorid sodny (NaCl, Lach-Ner, s.r.o0., Neratovice, CR)

e Chlorid draselny (KCI, Penta, Chrudim, CR)

e Citronan trisodny dihydrat (Penta, Chrudim, CR)

e Kyselina citronova monohydrat (Lachema, Brno, CR)

53



Pouzité roztoky:
e 0.1 MHCI
e PBSpufr,pH 7.4

e 10 mM citranovy pufr, pH 3.0

Postup:
Fosforyla¢ni reakce probéhla podle kapitoly 3.3.1 pro solubilni PKA a podle kapitoly 3.3.2

pro imobilizovanou PKA. Jako substrat byl vyuzit biotin-Kemptide v pfitomnosti ATP-S
sdobou fosforylace minimalné¢ 3 hodiny. Magnetické Ccastice byly odseparovany od
supernatantu na magnetickém separatoru. K prvnimu supernatantu byla pfidana predem
smichana smés 20 pl 10 nm AuNPs a 80 pl citranového pufru, pH 3.0. Smés byla inkubovana
20 min. Poté byla smés pfiddna ke 0.3 mg magnetickych castic Dynabeads™ MyOne™
Streptavidin C1, které byly 5x 300 ul promyty v PBS pufru, pH 7.4, a nasledovala 20 min
inkubace na rotatoru. Po skonceni inkubace byl supernatant odstranén a magnetické ¢astice
byly promyty 1x 100 pl citranovym pufrem, pH 3.0. K magnetickym ¢asticim bylo ptidano 100
ul 0.1 M HCl a nasledovala inkubace 3 minuty na rotatoru. Magnetické ¢astice byly odstranény
a supernatant byl pfipraven pro méfeni na uhlikovych OrionHT elektrodach. Na uhlikovych
OrionHT elektrodach bylo provedeno elektrochemické ptecisténi 100 ul PBS pufru, pH 7.4
podle podminek v kapitole 3.5.1. Elektrochemické ptecisténi bylo spusténo 10x. Méfeni vzorku
bylo spusténo podle podminek v kapitole 3.5.1.

Druhy supernatant byl pfidan ke 0.3 mg magnetickych ¢astic Dynabeads™ MyOne™
Streptavidin C1, které byly 5x 300 pl promyty v PBS pufru, pH 7.4, a nasledovala 20 min
inkubace na rotatoru. Supernatant byl odstranén a k magnetickym ¢asticim bylo ptidano 20 pl
10 nm AuNPs a 80 pl citranového pufru, pH 3.0. Smés byla inkubovana 20 min. Supernatant
byl odebran a magnetické castice byly promyty 1x 100 pl citranovym pufrem, pH 3.0.
K magnetickym ¢asticim bylo ptidano 100 pl 0.1 M HCI a nasledovala inkubace 3 minuty na
rotatoru. Magnetické Castice byly odstranény a supernatant byl pfipraven pro meéfeni na

uhlikovych OrionHT elektrodach. Méteni probihalo stejné jako u prvniho supernatantu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zavést metodu elektrochemické detekce pro
stanoveni aktivity enzymu proteinkinazy A (PKA). Stanoveni bylo zalozeno na dvoukrokovém
postupu. V prvnim kroku byl fosforylovan substrat proteinkinazou A v pfitomnosti adenosin
5’-[y-thio] trifosfat tetralithné soli (ATP-S), kdy pii fosforylaci vzniknou thiolové skupiny
Z pfenesené siry, na které se mohou ve druhém kroku vézat zlaté nanocastice (AuNPs), které
lze nasledné elektrochemicky detegovat pomoci square-wave katodické rozpoustéci
voltametrie (SWCSV). Z dil¢ich kroki vedoucich k zavedeni metody, bylo nutné zvolit
vhodnou elektrodu, vhodné detekéni zlaté nanocastice a optimalizovat reakéni podminky
enzymatické reakce a také elektrochemické detekce. Pro fosforylaci byla pouzita solubilni PKA
a PKA imobilizovana na magnetické castice. Pro ovéfeni ucinnosti fosforylace byla pouzita
jako standardni metoda hmotnostni spektrometriec (MALDI-Orbitrap MS).

Jako substrat byl zvolen nizkomolekularni peptidovy substrat Kemptide s molekulovou
hmotnosti 771.9 Da a 0 aminokyselinové sekvenci L-R-R-A-S-L-G a biotin-Kemptide s
molekulovou hmotnosti 998.19 Da a aminokyselinovou sekvenci biotin-L-R-R-A-S-L-G.
Biotinylovany Kemptide byl pouZit pro elektrochemickou detekci z divodu nutnosti zachyceni
substratu na elektrodu pied vlastni detekci, a to pomoci interakce streptavidin-biotin.
Fosforylace v pritomnosti ATP simuluje fosforyla¢ni reakci probihajici v lidském organismu a
jeji ucinnost byla ovétena pomoci MALDI-Orbitrap MS analyzy. Fosforylace peptidového
substratu PKA byla provedena v pfitomnosti ATP nebo ATP-S a Mg?*, pii pH 7.2. Produkty
této reakce jsou fosforylovany peptidovy substrat a ADP.

4.1 Ovéreni fosforylace peptidového substratu solubilni proteinkinazou A

pomoci hmotnostni spektrometrie

V prvnim kroku bylo nutné ovéfit, zda vybrany komer¢ni enzym proteinkinaza A (aktivita
15 000 000 U/mg, Biaffin GmbH & Co KG, Kassel, Némecko), ktery byl pouzivan v ramci
experimentalni ¢asti diplomové prace, fosforyluje nizkomolekularni substrat Kemptide (Enzo
Life Science, Farmingdale, NY, USA) a biotin-Kemptide (Abbexa Ltd, Cambridge, UK).
Stanoveni fosforylovaného nizkomolekularniho substratu bylo pomoci stanoveni miry
fosforylace. Fosforylace solubilni PKA o0 koncentraci 1.5 ug byla provedena podle postupu
uvedeného v kapitole 3.3.1 s vyuzitim substratu Kemptide ¢i biotin-Kemptide v pfitomnosti
ATP nebo ATP-S. Uéinnost fosforylace byla sledovana v ¢asech 1, 3 a 20 hodin. Mnozstvi
substratu a koncentrace ATP a ATP-S bylo pouZito vZdy stejné mnozstvi. Hodnoty vychazely
z ptedeslych diplomovych praci, v ramci kterych byly reakéni podminky optimalizovany. Pred
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vlastni analyzou pomoci MALDI-Orbitrap MS byly frakce fosforylovanych substratti odsoleny
nareverzni fazi dle kapitoly 3.4.1. Jako matrice pro fosforylovany substrat byla pouzita kyselina
2,5-dihydroxybenzoova (DHB). Analyza vzorkid byla provedena Mgr. Rudolfem Kupéikem,
Ph.D. na hmotnostnim spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL, ktery méfi v pozitivnim méodu
s rozliSovaci schopnosti 60000.

Stupent fosforylace byl hodnocen z poméru relativnich intenzit pikd fosforylované
formy a souctu fosforylované a nefosforylované formy pomoci MALDI-Orbitrap MS.

V MALDI-Orbitrap hmotnostnich spektrech je sledovan posun v m/z vlivem probé&hlé
fosforylace. U fosforylované formy v ptfitomnosti ATP dojde k hmotnostnimu pfirastku + 80
(hmota odpovida fosfatové skupiné HPO3z). V piitomnosti ATP-S dochazi k posunu o + 96,
vlivem siry pfitomné v molekule ATP-S (hmota odpovida HPSOy). Je tedy pozorovan posun z
m/z 772,47 na m/z 852,43 (Kemptide + HPOg) v ptitomnosti ATP ¢i m/z 868,41 (Kemptide +
HPSOy) v pfitomnosti ATP-S. V piipadé pouziti biotin-Kemptide je pozorovan posun z m/z
998,54 na m/z 1078,51 (biotin-Kemptide + H3PO4) v pritomnosti ATP ¢i m/z 1094,48 (biotin-
kemptide + HPSO,) v ptitomnosti ATP-S.

Vysledky MS analyzy jsou uvedeny na Obr. 14-17.
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Obr. 14 Hmotnostni spektra substratu Kemptide (K) fosforylovaného solubilni PKA v pritomnosti ATP. E/S = 0.68/10 ug,
koncentrace ATP 0.5 mM, matrice DHB, MALDI-Orbitrap MS
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Obr. 15 Hmotnostni spektra substratu K fosforylovaného solubilni PKA V pritomnosti ATP-S. E/S = 0.68/10 ug, koncentrace
ATP-S 0.5 mM, matrice DHB, MALDI-Orbitrap MS
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Obr. 16 Hmotnostni spektra substratu biotin-Kemptide (BK) fosforylovaného solubilni PKA v pritomnosti ATP. EIS =

0.68/10 ug, koncentrace ATP 0.5 mM, matrice DHB, MALDI-Orbitrap MS
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Obr. 17 Hmotnostni spektra substratu BK fosforylovaného solubilni PKA v pritomnosti ATP-S. E/S = 0.68/10 ug,
koncentrace ATP-S 0.5 mM, matrice DHB, MALDI-Orbitrap MS

Z MALDI-Orbitrap hmotnostnich spekter (Obr. 14) je vidét, ze doslo k témét uplné
fosforylaci substratu Kemptide a to jiz po 1 hodin€ . Po 3 a 20 hodinach se mira fosforylace
témef nelisi. Mira fosforylace substratu Kemptide byla vyhodnocena dle kapitoly 3.4.2. a stejné
byly vyhodnoceny i dalsi reakéni smési.

V MALDI-Orbitrap hmotnostnich spekterech (Obr. 15) lze vidét, ze po 1 hodiné probéhla
fosforylace z necelych 50 %. Jsou zde vidét 2 piky, kdy prvni pik odpovida fosforylaci
Vv pfitomnosti ATP a druhy v ptitomnosti ATP-S. Intenzita fosforylovaného Kemptide se po 3
hodinach zdvojnésobila a dale uz nedoslo k vyraznému navyseni fosforylovaného Kemptide.

Na Obr. 16 v MALDI-Orbitrap hmotnostnich spekterech je vidét témét nulovou intenzitu
biotin-Kemptide , nebot” doslo k fosforylaci z t¢éméf 100 % uz po 1 hoding reakce.

Z MALDI-Orbitrap hmotnostnich spekter (Obr. 17) lze vy¢ist, Ze po 1 hodiné¢ prob&hla
fosforylace z necelé poloviny. Byly pozorovany dva piky, kdy prvni pik patii fosforylaci
Vv pfitomnosti ATP a druhy v ptitomnosti ATP-S. Intenzita fosforylovaného biotin-Kemptide se

zdvojnasobila po 3 hodinach a déle uz nedoslo k vyraznému nartistu.
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Graf 1 Porovndni miry fosforylace K/BK solubilni PKA v prostiednictvi ATP/ATP-S

Mira fosforylace [%)]

Z grafu 1 je patrné, ze v ptipadn¢ fosforylace Kemptide (97.1%) ¢i biotin-Kemptide (94.8%)
S ATP je mira fosforylace témét 100 % po 1 hodiné reakce a dale uz nedochézi k vyznamnému
zvySovani (u fosforylace Kemptide 97.3% a 96.9%, biotin-Kemptide 95.8% a 96.3%). Pti
fosforylaci Kemptide (44.5%) a biotin-Kemptide (46.9%) v pfitomnosti ATP-S je vidét
dvojnasobny nartst miry fosforylace po 3 hodinach (pro fosforylaci Kemptide 79.9%, biotin-
Kemptide 78.1%) oproti 1 hodiné. Po 20 h inkubace uz nedochdzi k zddnému vyraznému
zvyseni miry fosforylace (u fosforylace Kemptide 81.3%, biotin-Kemptide 82.6%).

Byla potvrzena schopnost solubilni PKA fosforylovat vybrané substraty. Pro dalsi
experimenty byla doba fosforylace minimalné¢ 3 hodiny. Pro elektrochemickou detekci byla
pouzita reak¢éni smés biotin-Kemptide a ATP-S, kde nejvyssi mira fosforylace dosahla po 3
hodinéach 78.1 %.

4.2 Imobilizace proteinkinazy A na magnetické ¢astice

Jednim z dal$ich cilti bylo porovnat aktivitu solubilni a imobilizované PKA. Imobilizace
enzymu na pevnou fazi zarucuje dobrou katalytickou aktivitu a umoziiuje opakované pouziti
enzymu. Tim se vyrazné snizi naklady na analyzu oproti pouziti solubilniho enzymu v roztoku.

PKA kindza byla imobilizovdna na magnetické c¢astice S karboxylovymi funkénimi
skupinami kovalentni vazbou. Byla pouzita dvoukrokova karbodiimidova metoda, kdy jsou
karboxylové skupiny aktivovany pomoci N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylkarbodiimid
hydrochloridu (EDAC) a sulfo-hydroxysulfosukcinimidu (sulfo-NHS) a nasledné dochazi
k reakci s aminoskupinami enzymu. S pouzitim sulfo-NHS je pribéh reakce mirnéjsi,

nevznikaji nezadouci meziprodukty a vznikly produkt je stabilni [126].
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Aktivita enzymu po imobilizaci byla ovéfena pomoci MS analyzy.

4.2.1 Vytipovani vhodnych magnetickych ¢astic pro imobilizaci
proteinkinazy A

Pro imobilizaci PKA byly pouzity dva typy magnetickych castic s karboxylovou funkcni
skupinou. Byly pouzity magnetické castice Sera-Mag Speed Beads o praméru 0.816 um a
magnetické ¢astice Dynabeads© MyOne™ o praméru 1 um. Pro imobilizaci bylo pouzito 3 a
6 ng PKA na 1.2 mg magnetickych castic. Pouziti 6 ng PKA pro imobilizaci bylo vhodnéjsi a
dal bylo pouzivano toto mnozstvi.

Pro ovéfeni aktivity enzymu po imobilizaci bylo pouzito 0.3 mg magnetickych ¢astic, coz
odpovidalo 1.5 ng PKA. Imobilizace byla provedena podle kapitoly 3.2 a fosforyla¢ni reakce
podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.2. Uspé&snost imobilizace a aktivita imobilizované PKA
byla ovétena MALDI-Orbitrap MS stanovenim miry fosforylace substrati Kemptide a biotin-
Kemptide v ptfitomnosti ATP a ATP-S podle kapitoly 3.4.2.

100

80
X
o

& 60
g
G

e 40
u
=

20

0

K+ ATP K+ ATP-5 BK + ATP BK + ATP-S
B Sera-Mag Speed Beads Dynabeads© MyOne™

Graf 2 Porovnani miry fosforylace K a BK imobilizovanou PKA v pritomnosti ATP nebo ATP-S. Magnetické castice Sera-
Mag Speed Beads a Dynabeads© MyOne™, E/S = 1.5/10 ug, koncentrace ATP a ATP-S 0.5 mM, 5 hodinovd inkubace,
matrice DHB, MALDI-Orbitrap MS

Z grafu 2 je vidét, ze fosforylace v ptitomnosti ATP imobilizovanou PKA na Sera-Mag
Speed Beads casticich neklesa pod 90 %. Pro substrat Kemptide byla mira fosforylace 98 % a
pro biotin-Kemptide 95 %. Fosforylace substratu Kemptide s pouzitim PKA imobilizované na
Dynabeads© MyOne™ ¢asticich dosahla podobné hodnoty jako s pouzitim Sera-Mag Speed
Beads (94 %), ale u biotin-Kemptide doslo k vyraznému snizeni miry fosforylace (2 %).
Fosforylace v ptitomnosti ATP-S s pouzitim Sera-Mag Speed Beads neklesla pod 80 % (83%

mira fosforylace pro Kemptide, 88% pro biotin-Kemptide), zatimco u pouziti Dynabeads©
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MyOne™ byla mira fosforylace témét nulova (7% mira fosforylace pro Kemptide a 2% pro
biotin-Kemptide). Zajimala nas predev$im mira fosforylace biotin-Kemptide v pfitomnosti
ATP-S. Pro imobilizaci enzymu byly zvoleny magnetické Castice Sera-Mag Speed Beads

s velmi vysokym procentem fosforylovaného biotinylovaného substratu.

4.3 Stanoveni aktivity proteinkinazy A elektrochemicky square-wave

voltametrii

4.3.1 Vybér vhodnych elektroaktivnich nanoc¢astic

Pro elektrochemickou detekci byly pouzity nanoc¢éstice koloidniho zlata (AuNPs), které
maji schopnost spontanni vazby na -SH skupiny, které byly pfitomné na molekule substratu po
fosforylaci PKA v pfitomnosti ATP-S. Nejprve byly testovany AuNPs riznych velikosti,
konkrétn¢ 5, 10, 20, 30 a 50 nm. Jako detekéni metoda byla pouzita square-wave katodicka
rozpousStéci voltametrie, pomoci které je monitorovana proudovd odezva pii oxida¢nim
potencialu Au(IIl) po reakci AuNPs v kyselém prostiedi 0.1 M HCI. Pro méfeni byly vyuzity
tisténé tielektrodové senzory. Byly testovany tii typy elektrod: OrionHT (Orion, High
Technologies S. L., Spanélsko) suhlikovou pracovni, uhlikovou pomocnou a
argentchloridovou referentni elektrodou, DRP-C110 (DropSens Metrohm, Svycarsko)
s uhlikovou pracovni, uhlikovou pomocnou a argentchloridovou referentni elektrodou, a DRP-
110STR (DropSens Metrohm, Svycarsko) s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou
streptavidinem, uhlikovou pomocnou a argentchloridovou referentni elektrodou. Elektrody
s pracovni elektrodou modifikovanou streptavidinem byly pouzity z divodu nezbytné izolace
fosforylovaného biotinylovaného substratu pomoci vazby streptavidin-biotin.

Vlastni méfeni bylo provedeno dle kapitoly 3.5.2. Proudové odezva byla vZdy odecitana
v maximu piku a to bylo pfi hodnotach potencialu okolo + 0.24 V, ktery odpovida proudové
odezveé Au(IIl). Nejvyssi proudova odezva na OrionHT elektrodach byla zaznamenéana pro
AuUNPs o velikosti 5 nm a 10 nm. Vysledky jsou zobrazeny na Obr. 18. Jednotlivé proudové

odezvy AuNPs riznych velikosti jsou zobrazeny v Tabulce 4.
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Obr. 18 SWCSV voltamogram analyzy AuNPs riznych velikosti na OrionHT elektrodach

Tabulka 4 Proudové odezvy AuNPs riiznych velikosti mérenych na OrionHT elektroddch

Velikost AuNPs [nm] Proud [pA

5 -21.27
10 -21.14
20 -19.19
30 -17.02
50 -13.21

Nejvyssi proudovou odezvu na DropSens Metrohm DRP-c110 elektrodach mély AuNPs o
velikosti 10 nm a 20 nm. Vysledky jsou zobrazeny na Obr. 19. Jednotlivé proudové odezvy

AuNPs ruznych velikosti jsou zobraceny v Tabulce 5.
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Obr. 19 SWCSV voltamogram analyzy AuNPs riznych velikosti na DropSens Metrohm DRP-c110 elektroddch

Tabulka 5 Proudova odezva AuNPs riznych velikosti mérenych na DropSens Metrohm DRP-c110 elektroddch

Velikost AuNPs [nm] Proud [pA

5 -7.42
10 -10.43
20 -9.42
30 -6.94
50 -5.56

Nejvyssi proudové odezvy na DropSens Metronm DRP-110STR elektrodach méli AuNPs o
velikosti 5 nm. Vysledky SWCSV voltamogramt jsou zobrazeny na Obr. 20. Jednotlivé

proudové odezvy AuNPs rtiznych velikosti jsou zobraceny v Tabulce 6.
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Obr. 20 SWCSV voltamogram analyzy AuNPs riiznych velikosti na DropSens Metrohm DRP-110STR elektroddach
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Tabulka 6 Proudovad odezva AuNPs riiznych velikosti mérenych na DropSens Metrohm DRP-110STR elektroddch

Velikost AuNPs [nm] Proud [pA

5 -0.02
10 -0.02
20 -0.01
30 -0.01
50 -0.01
Potencial [V]
0 0.2 0.4 0.6
0
-0 méfeni bez smaceni
g 100 dvojité zméreni se
= smaéenim
=0
o
£ 150

-250

méieni se smacenim

Obr. 21 SWCSV voltamogram analyzy AuNPs riiznych velikosti na DropSens Metrohm DRP-110S7R elektrodach s riiznymi

zpiisoby méreni

Tabulka 7 Proudové odezvy AUNPS o velikosti 10 nm, mérenych na DropSenS Metrohm DRP-110STR elektroddch, s riznymi

postupy meéreni

Typ méreni na elektrodach  Proud [pA
Meéfeni bez smaceni -0.03

Meéfeni se smacenim -0.02

Dvojité zméfeni se smacenim  -0.02

Mg¢teni na DropSens Metrohm DRP-110STR elektrodach bylo provedeno riiznymi zptisoby,

aby se zjistilo, jaky zpiisob poskytuje nejvyssi proudovou odezvu. Bylo vyzkouSeno méteni

fosforylovaného substratu bez smaceni elektrod, se smacenim elektrody PBS pufrem, pH 7.4 a

se smacenim elektrody PBS pufrem, pH 7.4, kdy se analyza pustila 2x za sebou (Obr. 21).

Jednotlivé proudové odezvy jsou zaznamenany v Tabulce 7. V dalSich experimentech bylo

pouzito métfeni bez smaceni na DropSens Metrohm DRP-110STR elektrodach, kde bylo

dosazeno nejvyssi proudové odezvy.

Piestoze maji DropSens Metrohm DRP-110STR elektrody velmi nizkou proudovou odezvu,

byly pouzity v dalSich experimentech z divodu vychytdni biotinylovaného substratu po
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fosforylaci, protoze bylo nezbytné oddélit nenavazané AuNPs, které by inferferovaly pii
méfeni. Pro méfeni, kde nebylo nutné odd¢leni nezreagovanych slozek, byly vhodné OrionHT
uhlikové elektrody, nebot’ u jejich méfeni byly zaznamenany vyssi hodnoty proudové odezvy.
Pro dal$i experimenty pak byly jako nejvhodnéjsi zvoleny AUNPSs o velikosti 10 nm.

Byla ovétena reprodukovatelnost méteni na streptavidinem modifikovanych elektrodach.
AUNPs, o velikosti 10 nm, byly proméfeny na DropSens Metrohm DRP-110STR elektrodach
ruznych Sarzi podle kapitoly 3.5.2.
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Obr. 22 SWCSV voltamogram analyzy AuNPs o velikosti 10 nm na DropSens Metrohm DRP-110STR elektroddch riznych

Sarzi

Voltamogramy AuNPs jsou zobrazeny na Obr. 22. Jednotlivé kiivky se 1i§i mezi Sarzemi i
mezi sebou. Pouziti tisténych elektrod s pracovni elektrodou modifikovanou streptavidinem
neni reprodukovatelné pro elektrochemickou detekci PKA. | tak byly elektrody DropSens
Metrohm DRP-110STR pouzity pro méfeni aktivity PKA a bylo hledano dal$i mozné feSeni

pro oddéleni nezreagovanych AuNPs.

4.4 Detekce  aktivity imobilizované proteinkinizy A  pomoci

fosforylovaného peptidového substratu

4.4.1 Detekce aktivity proteinkinazy A na tiSténych elektrodach s pracovni
uhlikovou elektrodou modifikovanou streptavidinem

Bylo potieba zjistit, zda streptavidinem modifikovana pracovni elektroda vychytava

biotinylovany substrat interakci biotin-streptavidin. K fosforylaci substratu biotin-Kemptide

byly pouzity rizné koncentrace imobilizované PKA, aby bylo potvrzeno, zda se zvySujici se

koncentraci enzymu, dochazi ke zvyseni signalu. Mnozstvi substratu biotin-Kemptide (10 pg)

65



bylo neménné. Do reakce bylo brano rizné mnozstvi magnetickych castic, a to takové, aby
odpovidalo 0.5, 1, 1.5 a 2 ng imobilizované PKA. Fosforylace byla provedena podle kapitoly
3.3.2 s pouzitim substratu biotin-Kemptide v ptitomnosti ATP-S s inkuba¢ni dobou 5 hodin.
M¢ieni probéhlo podle postupu uvedeného v kapitole 3.5.3.
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Obr. 23 SWCSV voltamogram analyzy fosforylovaného substratu BK imobilizovanou PKA v pritomnosti ATP-S. Méreno na
DropSens Metrohm DRP-110STR elektrodach bez smacent, EIS = 0.5-2/10 ug, koncentrace ATP-S 0.5 mM, AuNPs 10 nm
(10 ), doba fosforylace 5 hodin

Z Obr. 23 je patrné, ze u zadné koncentrace PKA nebylo mozné odecist vysku piku AUNPS.
Dtvodem by mohlo byt, Ze nedoslo k zachyceni nafosforylovaného substratu interakci biotin-
streptavidin nebo nedoslo k vazbé dostatecného mnozstvi AUNPS.

Proto byl proveden experiment s dvojnasobnym mnozstvim AUNPS. Ostatni podminky

fosforyla¢ni reakce ziistaly zachovany.
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Obr. 24 SWCSV voltamogram analyzy fosforylovaného substrdatu BK imobilizovanou PKA v pritomnosti ATP-S se zvysenym
mnozstvim AuNPs. Meéreno na DropSens Metrohm DRP-110STR elektroddch bez smdceni, EIS = 0.5-2/10 ug, koncentrace
ATP-S 0.5 mM, AuNPs 10 nm (20 wl), doba fosforylace 5 hodin

Ani v tomto experimentu vSak nebyl detegovan pik odpovidajici Au(III) (Obr. 24).

Vzhledem Kk prvni moznosti, tedy Ze nedoslo k vyvazani nafosforylovaného biotinylovaného
substratu na elektrodu modifikovanou streptavidinem, byl proveden experiment, kdy byl po
neuspéSném meéfeni z elektrody odebran roztok a byl pfidan ke komerénim magnetickym
¢asticim modifikovanym streptavidinem (Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1).

Bylo odebrano mnozstvi magnetickych ¢astic, které odpovidalo 2 pg imobilizované PKA a
fosforylace dale probihala podle kapitoly 3.3.2 s pouzitim substratu biotin-Kemptide a ATP-S
a inkuba¢ni dobou 3 h. Méfeni na DropSens Metrohm DRP-110STR elektrodach bylo
provedeno dle postupu v kapitole 3.5.3. Mé&feni S pouzitim izolace fosforylovaného substratu
magnetickymi casticemi Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 bylo provedeno podle
postupu v kapitole 3.5.4.
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Obr. 25 SWCSV voltamogram analyzy fosforylovaného substratu BK imobilizovanou PKA v pritomnosti ATP-S s izolact
pomoci streptavidinem modifikované elektrody nebo magnetickych castic modifikovanych streptavidinem. Méreno na
DropSens Metrohm DRP-110STR elektrodach bez smacent (hlavni osa) a na OrionHT elektroddach po prredchozi izolaci na
Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 castici (vedlejsi osa), EIS = 0.5-2/10 ug, koncentrace ATP-S 0.5 mM, AuNPs 10 nm
(20 wl), doba fosforylace 3 hodin

ZObr. 25 je wvidét, ze u méfeni fosforylovaného biotinylovaného substratu na
streptavidinovanych elektrodach nebyl ziskan zadny signal Au(lll). Po zméfeni podilu
izolovaného na magnetickych ¢asticich potazenych streptavidinem, byl ziskan obtizn¢ viditelny
pik, ktery bylo mozné odeéist. Proudova odezva byla -0.992 pA. Diky tomuto bylo ovéteno, ze
substrat biotin-Kemptide se na elektrody potazené streptavidinem nevaze, nebot’ po inkubaci
s magnetickymi ¢asticemi potazenymi streptavidinem byla proudova odezva naméiena. Pouziti
DropSens Metrohm DRP-110STR pro méfeni biotinylovaného nafosforylovaného substratu
neni vhodné. V dalSich experimentech byly pouzivany Kk vychytani biotinylovaného

nafosforylovaného substratu magnetické ¢astice Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1.

4.4.2 FElektrochemicka detekce fosforylovaného substratu s izolaci pomoci
magnetickych ¢astic modifikovanych streptavidinem
Byly zkouSeny dva postupy izolace fosforylovaného biotinylovaného substratu pomoci
streptavidinovanych magnetickych ¢éastic Dynabeads™ MyOne™  Streptavidin  C1.
Fosforyla¢ni reakce byla provedena dle postupu v kapitole 3.3.2 s pouzitim substratu biotin-
Kemptide a ATP-S s dobou fosforylace 3 hodiny. Bylo pouzito takové mnozstvi magnetickych
castic, které odpovidalo 2 pg imobilizované PKA. Pro méfeni nafosforylovaného peptidového
substratu byly pouzity OrionHT uhlikové elektrody, méfeni probihalo podle postupu uvedeného
v kapitole 3.5.4.
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Obr. 26 SWCSV voltamogram analyzy fosforylovaného substratu BK imobilizovanou PKA v pritomnosti ATP-S S izolaci na

magnetickych casticich modifikovanych streptavidinem dvéma zpiisoby. Mérreno na OrionHT elektroddch, EIS = 2/10 ug po

predchozi izolaci na Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 casticich provedenou dveéma zpusoby, koncentrace ATP-S 0.5
mM, AuNPs 10 nm (20 xl), doba fosforylace 3 hodin

Pro vychytani fosforylovaného substratu biotin-Kemptide bylo pouzito 0.3 mg
magnetickych ¢astic Dynabeads ™ MyOne™ Streptavidin C1. Kapacita 1 mg magnetickych
¢astic je vazba 400 pmol peptidu. Byl ptedpoklad, ze pii 100% fosforylaci by vzniklo 100 pmol
fosforylovaného substratu biotin-Kemptide. Stacilo by tedy 0.25 mg magnetickych ¢astic, ale
bylo pocitano s rezervou.

V prvnim postupu doslo nejdiive k vazbé AuNPs na nafosforylovany biotinylovany substrat
a nasledné¢ k izolaci pomoci magnetickych ¢astic Dynabeads ™ MyOne™ Streptavidin C1.

Ve druhém postupu se nejdiive prostiednictvim vazby biotin-Streptavidin navazal
fosforylovany biotinylovany substrdt na magnetick¢é castice Dynabeads™ MyOne™
Streptavidin C1. Pomoci 0.1 M HCI byla vazba biotin-streptavidin rozrusena a nasledovala
detekce obsazenych AuNPs.

Na Obr. 26 jsou vidét proudové odezvy obou postupu izolace. U prvniho postupu byla
detekovana proudova odezva s hodnotou -2.250 pA. U druhého postupu byla detekovana vyssi
hodnota proudové odezvy a to -3.252 pA. V dalsich experimentech byl pouzivan druhy postup
izolace fosforylovaného substratu biotin-Kemptide pomoci magnetickych ¢astic potazenych

streptavidinem.
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4,43 Kalibracni zavislost solubilni proteinkinaizy @A  pomoci
elektrochemické detekce

Pro pfesné stanoveni aktivity PKA po imobilizaci na magnetické Castice, byla zméfena

kalibrac¢ni fada solubilni PKA a sestavena kalibra¢ni zavislost proudové odezvy na jednotkach

aktivity PKA. Fosforyla¢ni reakce byla provedena dle postupu v kapitole 3.3.3 s pouzitim

substratu biotin-Kemptide v pfitomnosti ATP-S s dobou fosforylace 3 hodiny a jeji nasledné

méieni probéhlo dle kapitoly 3.5.4.
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Graf 3 Kalibracni zavislost solubilni PKA v rozmezi 7 500 - 75 000 U, méreni fosforylovaného substratu BK (10 ug) po
predchozi izolaci na Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 casticich na OrionHT elektroddch, koncentrace ATP-S 0.5 mM,
AuNPs 10 nm (20 wl), doba fosforylace 3 hodin
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Graf 4 Kalibracni zavislost solubilni PKA v rozmezi 7 500 - 75 000 U, méreni fosforylovaného substratu BK (10 ug) po
predchozi izolaci na Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin CI casticich na OrionHT elektroddch, koncentrace ATP-S 0.5 mM,
AuNPs 10 nm (20 wl), doba fosforylace 3 hodin, méreni provedeno 3x
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Obr. 27 Vybrané SWCSV voltamogramy analyzy fosforylovaného substratu BK imobilizovanou PKA v pritomnosti ATP-S
Z kalibracni zavislosti. Méreno na OrionHT elektroddch po predchozi izolaci na Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1
casticich, EIS = 0.5-5/10 ug, koncentrace ATP-S 0.5 mM, AuNPs 10 nm (20 xl), doba fosforylace 3 hodin

V grafu 3 je zaznamenéano prvni méteni kalibracni zavislosti proudové odezvy na aktivité
solubilni PKA. Hodnota spolehlivosti R? byla velmi nizka (0.0218). Z toho diivodu byl zafazen
vybér elektrod, ktery spocival ve vybéru elektrod na zaklad¢ elektrochemického piecisténi.
Sledovala se shodnost zakladnich linii. Pfi dalSich experimentech bylo vzdy vyuzito vybéru
elektrod pii elektrochemickém precisténi. Graf 4 zobrazuje kalibracni zavislost proudové
odezvy na aktivité¢ solubilni PKA s vybérem elektrod pii pretreatmentu. Vybrané SWCSV
voltamogramy jsou zobrazené na Obr. 27. Hodnota spolehlivosti R? byla 0.9378. Tato hodnota

spolehlivosti R? uz byla vhodna pro vypodet ptesného aktivity imobilizované PKA.

4.4.4 Stanoveni presné aktivity imobilizované proteinkinazy A
elektrochemicky

Bylo potieba zjistit, zda namétend aktivita imobilizované PKA vykazuje stejnou aktivitu
jako solubilni PKA. Stanoveni pfesné aktivity PKA po imobilizaci na magnetické ¢astice bylo
pomoci rovnice ptimky kalibra¢ni zavislosti proudové odezvy na aktivité solubilni PKA (Graf
4).

Reakéni smés byla vytvorena dle kapitoly 3.3.2 s pouzitim podilu magnetickych castic
odpovidajicich 1.5 pg imobilizované PKA, substratu biotin-Kemptide a ATP-S se 3 hodinovou
inkubacni dobou. Vysledny fosforylovany supernatant byl méfen dle kapitoly 3.5.4. Primérna
proudova odezva fosforylovaného vzorku ze 2 méteni byla namétena -5.0965 pA.

Po dosazeni hodnoty proudové odezvy do rovnice piimky kalibrace, byla vypoctena pfesna

aktivita navazané PKA. Presna koncentrace navazané PKA na podilu magnetickych ¢astic byla
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stanovena na 1.44 pg, coz odpovida 21 600 U. Teoretickd hodnota imobilizované PKA na
podilu magnetického nosice byla 1.5 pg PKA, odpovidajici aktivité 22 500 U. Rozdil mezi
jednotkami aktivity solubilni a imobilizované PKA jsou 4 %. Naméfena koncentrace souhlasi

s teoretickou hodnotou a elektrochemicka detekce poskytuje piesné stanoveni aktivity PKA.

4.45 Meéreni operacni stability imobilizované proteinkinazy A

Operacni stabilita je zjisStovéana u imobilizovanych enzymii pro prozkoumani moznosti jejich
opakovaného pouziti. Operacni stabilita byla ovéfena pomoci stanoveni miry fosforylace
substratu Kemptide ¢i biotin-Kemptide s pouzitim dvou metod ovéteni - MALDI-Orbitrap MS
a SWCSV. Reakce probihala podle postupu uvedeného v Kapitole 3.3.2 s pouzitim
magnetickych ¢astic obsahujicich 1.5 pg imobilizované PKA, substratu Kemptide nebo biotin-
Kemptide v pritomnosti ATP ¢i ATP-S s dobou fosforylace 5 hodin. Byl pouzit opakované
jeden podil magnetickych ¢astic s imobilizovanou PKA. Mezi jednotlivymi fosforylacemi byly
magnetické Castice promyty 5x MES pufrem, pH 6.0 a 2x HEPES pufrem, pH 7.2. Vzorky byly
pted analyzou odsoleny na reverzni fazi dle kapitoly 3.4.1 a analyzovany MALDI-Orbitrap MS.
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Obr. 28 Hmotnostni spektra substratu K fosforylovaného imobilizovanou PKA v pritomnosti ATP ve trech po sobé jdoucich
fosforylacich. E/S = 1.5/10 ug, koncentrace ATP 0.5 mM, matrice DHB, MALDI-Orbitrap MS

Z MALDI-Orbitrap hmotnostnich spekter je vidét, ze po prvni fosforylaci substratu
Kemptide s ATP (Obr. 28) bylo dosazeno 98.82% miry fosforylace a ani po tieti fosforylaci
nedoslo k poklesu miry fosforylace pod 90 %.
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Obr. 29 Hmotnostni spektra substratu BK fosforylovaného imobilizovanou PKA v pritomnosti ATP ve trech po sobé jdoucich
Josforylacich. E/S = 1.5/10 ug, koncentrace ATP 0.5 mM, matrice DHB, MALDI-Orbitrap MS

Po prvni fosforylaéni reakci substratu biotin-Kemptide s ATP bylo dosazeno 95% miry
fosforylace (Obr. 29) a ani po tieti fosforylaci nedoslo k poklesu miry fosforylace pod 90 %.

868.418 NL: 7.52E6
LRRASLG+P-S

100
80

+HPSO,

60
40
20

0 |
100

o]
T80
260
E

LRRASLG + HPOy
T72.475

|
LRRASLG+P 852.443 1. fosforylace
368.419 NL: 5.21E7

n

T72.476

Relativ

20

0 1 |
100

80
60
40
20 T72.475

0 ! . 852 442 l I3. fosforylace

| :
760 780 800 820 840 860 820 500

852.443 Il 2. fosforylace
1 L
868.418 NL: 3.41E6

Obr. 30 Hmotnostni spektra substratu K fosforylovaného imobilizovanou PKA V pritomnosti ATP-S ve tirech po sobé jdoucich
Josforylacich. E/S = 1.5/10 ug, koncentrace ATP-S 0.5 mM, matrice DHB, MALDI-Orbitrap MS

V reakéni smési, kde bylo pouzito ATP-S, byla mira fosforylace niZsi. Po prvni fosforylaci
substratu Kemptide s ATP-S bylo dosazeno 83 % miry fosforylace (Obr. 30) a ani po tieti

fosforylaci nedoslo k poklesu miry fosforylace pod 80 %.
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Obr. 31 Hmotnostni spektra substratu BK fosforylovaného imobilizovanou PKA v pritomnosti ATP-S ve trech po sobé
Jjdoucich fosforylacich. E/S = 1.5/10 ug, koncentrace ATP-S 0.5 mM, matrice DHB, MALDI-Orbitrap MS

U fosforylace substratu biotin-Kemptide v pfitomnosti ATP-S bylo dosazeno 88% miry

fosforylace po prvni fosforylacni reakci (Obr. 31) a ani po druhé fosforylaci se mira fosforylace

vyrazné nesnizila. Po tfeti fosforylaéni reakci ale byla zaznamenana pouze 12% uc¢innost

fosforylace.

Elektrochemicka detekce probéhla dle postupu v kapitole 3.5.4. pomoci izolace

Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 ¢astic s naslednym méfeni na OrionHT elektrodéch..

Proud [pA]

-6

1.fosforylace

2.fosforylace

3.fosforylace

4. fosforylace

5. fosforylace

Graf 5 Zavislost proudové odezvy fosforylovaného substratu BKV pritomnosti ATP-S na aktivité imobilizované PKA. PKA
pouZzita z jednoho podilu castic, méreni provedeno na OrionHT elektrodach po predchozi izolaci na Dynabeads™ MyOne™
Streptavidin C1 casticich, EIS = 1.5/10 ug, koncentrace ATP-S 0.5 mM, AuNPs 10 nm (20 ul), doba fosforylace 3 hodin,

dublet
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Z grafu 5 je patrné, ze se stoupajicim poctem fosforylacnich reakci klesala aktivita PKA a
tim i mnozstvi fosforylového biotin-Kemptide. AvSak do 3. fosforylace si PKA zachovava vice
nez 50% aktivitu. Imobilizovanou PKA Ize pro fosforyla¢ni reakce pouzit opakovang, nejlépe
do 3. opakovani. Vysledky poskytnuté elektrochemickym stanovenim koresponduji s vysledky

dosazenymi pomoci MS.
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5 ZAVER

Byla ovéfena schopnost komeréniho enzymu proteinkindazy A fosforylovat vybrany
peptidovy substrat. Pro ovétreni byla vyuzita metoda MALDI-Orbitrap MS.

Proteinkinaza A byla imobilizovana na magnetické Castice Sera-Mag Speed Beads a
Dynabeads© MyOne™ pomoci dvoukrokové karbodiimidové metody s vyuzitim EDAC a
sulfo-NHS. Jako vhodné byly pro dalsi experimenty zvoleny magnetické Castice Sera-Mag
Speed Beads z divodu vyssi aktivity imobilizované PKA potvrzené pomoci MALDI-Orbitrap
MS.

Pro zavedeni metody elektrochemické detekce byly vybrany zlaté nanocastice jako
elektroaktivni ¢astice poskytujici vysledny signal pomoci square-wave katodické rozpousteci
voltametrie. Byly testovany castice ruznych velikosti. Pro méfeni byly testovany tfi typy
tisténych tiielektrodovych senzort, konkrétné uhlikové OrionHT a DropSens Metrohm DRP-
c110 elektrody a DropsSens Metrohm DRP-110STR elektrody s pracovni elektrodou
modifikovanou streptavidinem. Streptavidinem modifikované elektrody byly pouzity z davodu
vychytani fosforylovaného biotinylovaného substratu interakci biotin-streptavidin. Vzhledem
Kk nizké reprodukovatelnosti streptavidinem modifikovanych elektrod a neucinnosti zachytu
biotinylovaného substratu, byla hleddna alternativa, kterou byly streptavidinem modifikované
magnetické ¢astice Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1.

Po zavedeni metody elektrochemické detekce byla zmétfena kalibracni fada solubilni PKA,
pomoci které¢ bylo kvantifikovano mnoZstvi imobilizované PKA. Byla ovéfena operacni
stabilita imobilizované PKA a to jak pomoci MALDI-Orbitrap MS, tak i nové zavedené metody
elektrochemické detekce. Obé metody potvrdily pouziti imobilizované PKA opakované,
nejlépe do 3. fosforylace, kde si zachovava vice nez 50% aktivitu.

Podatilo se zavést metodu pro elektrochemické stanoveni aktivity PKA, kterd umozni
ovéfeni aktivity imobilizované PKA. V dalSich experimentech budou ovéfeny kinetické
parametry imobilizované PKA, coz umozni charakterizaci enzymu a pomoci MS to nebylo

mozné.
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