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Anotace

Metabolické inzenyrstvi nabizi moznosti ochrany zivotniho prostiedi zapojenim enzymu v bi-
odegradac¢nich kaskadach, které mohou byt vyuzity v odbourani toxickych polutanti ze Zivot-
niho prostiedi. V piedlozené praci se vénuji moznostem vyuziti mikrofluidiky v metabolickém
inzenyrstvi. Mikrofluidni technologie je v tomto ohledu velice Zadana, nebot’ umoziiuje prova-
dét velkého mnozstvi analyz ve velmi malych objemech, ¢imz nabizi obrovské uspory materi-
alu i casu.

Teoreticka ¢ast této prace vyzdvihuje soucasné trendy v environmentalnim metabolickém in-
zenyrstvi a mikrofluidice, pficemz se predevsim zaméfuje na fungovani enzymd, jakozto za-
kladnich kamenti metabolickych drah. Déle tato ¢ast pfedstavuje modelovou biodegrada¢ni en-
zymovou kaskadou k piemén¢ toxického 1,2,3-trichloropropanu (TCP) na neskodny glycerol.

Experimentalni ¢ast této prace se zabyva vyvojem citlivé detekce glycerolu (finalniho produktu
degradace TCP) pomoci mikrofluidiky. Konkrétné se prace zabyva optimalizaci stechiometrie
enzymu, které tvoii detek¢ni kaskadu s fluorescenénim produktem. V ndvaznosti na tuto opti-
malizaci se prace snaZzi najit pfi¢iny poklesu fluorescen¢niho signalu pomoci testovani interakci
vysledného produktu detekéni kaskady (resorufinu) s jednotlivymi meziprodukty.

Klicova slova

mikrofluidika, metabolické inZenyrstvi, enzymaticke kaskady, ochrana zivotniho prostiedi, bi-
odegradace



Annotation

Metabolic engineering offers possibilities of environmental protection using enzymes in bio-
degradation cascades, which could be used in degrading toxic pollutants from the environment.
In this study, I focus on application of microfluidics in metabolic engineering. Microfluidic
technology is desirable as it allows to perform a higher number of analyses in small volumes
and offers huge savings of both material and time.

Theoretical part of this study highlights the current trends in environmental metabolic engi-
neering and microfluidics with a particular focus on the function of enzymes, as a basic build-
ing blocks of metabolic pathways. Furthermore, this part introduces the model biodegradation
enzyme cascade for conversion of toxic 1,2,3-trichloropropane (TCP) to harmless glycerol.

Experimental part of this study describes the development of precise detection of glycerol (final
product of TCP degradation pathway) using microfluidics. Specifically, it deals with optimiza-
tion of enzyme stoichiometry in the detection pathway (converting glycerol into fluorometri-
cally detectable resorufin). Following this optimization, this study tries to find causes of fluo-
rescence signal decrease by testing interactions between resorufin and intermediates.

Keywords

microfluidics, metabolic engineering, enzymatic cascades, environmental protection, biodegra-
dation
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AUR

DBTL

DDT

DHAP

EC

FADS

GK

GPO

HRP

LOC

PDMS

RFJ

TCP

Amplex Ultra Red Reagent
Design-Build-Test-Learn
1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan (dichlordifenyltrichlorethan)
dihydroxyacetonfosfat

Enzyme class (enzymmova tfida)
Fluorescence-activated droplet sorting
glycerolkinasa

glycerolfosfat oxidasa

kfenova peroxidasa

lab-on-a-chip (laboratof na ¢ipu)
poly(dimethyl siloxan)

relativni fluorescenéni jednotky
1,2,3-trichlorpropan

enzymaticka jednotka



1. Uvob

V poslednich n€kolika desitkach let miizeme na nasi planeté pozorovat fadu nezddoucich zmén
v zivotnim prostiedi, z nichz vétSinu v soucasnosti zahrnujeme do pojmu zména klimatu. Aku-
muluji se sklenikové plyny (CO2, CHa, N20 a jiné), roste praimérna teplota ovzdusi (od pri-
myslové revoluce vzrostla o 1,2°C, z toho dokonce 0 0,6 °C jen za poslednich 20 let (WMO et
al. 2021)), dochazi k tani ledovct, rostou hladiny oceant, usychaji tisice stromt a dochazi i k
vyznamnému poklesu Zivo¢i$né i rostlinné diverzity (Rockstrom et al. 2009). Alarmujici sku-
teCnosti je, Ze u vétSiny téchto zmén lze pozorovat exponencialni vyvoj a vyznamnou roli v
téchto zménach hraje ¢lovek a jeho aktivity.

Jako pomyslny milnik tohoto trendu mizeme oznacit primyslovou revoluci. Jednim z mnoha
disledkd primyslového rozvoje je totiz vypousténi antropogennich a potencialné nebezpec-
nych latek do pfirody. Zavaznost tohoto problému podtrhuje fakt, Ze si lidé zacali uvédomovat
neblahé dusledky svého primyslového rozvoje az béhem druhé poloviny 20. stoleti. Prave toto
uvédomeéni vedlo ke vzniku nového oboru chemie, a to chemie zivotniho prostfedi (environ-
mental chemistry). Chemie zivotniho prostiedi je multidisciplinarni obor zahrnujici chemii,
fyziku, humanitni védy, zdravotnictvi, inzenyrstvi a mnoho dal$ich (De 2003). Otevird nam
spoustu moznosti a ptinasi podklady nejen pro zmirnéni nésledka lidské Cinnosti, ale i ke zmé-
nam, kterymi je mozné problémiim piedchézet.

Roku 2001 byla podepsana Stockholmska umluva o persistentnich organickych polutantech
(CR 2008), ktera zakazuje, piipadné omezuje vyrobu nékterych latek, které jsou nebezpeéné
pro zivotni prostiedi. Jako piiklad je mozné uvést 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan
(DDT). Jedna se o syntetickou latku, kterd byla poprvé syntetizovana rakouskym chemikem
Otmarem Zeidlerem jiz v roce 1874 (Britannica [b.r.]). Ve tficatych letech 20. stoleti Svycarsky
védec Paul Hermann Miiller objevil, Ze jej 1ze pouZit jako insekticid (Nobel Prize. [b.r.]). Ca-
sem se zjistilo, Ze ho 1ze dokonce pouZzit jako ochranu pfed n€kterymi hmyzem prenaSenymi
chorobami, naptiklad malarii. Na rizika této latky upozornila az americka bioloZzka a spisova-
telka Rachel Carson v knize Silent Spring (Carson 1965). Vydani této knihy lze povazovat za
jeden z impulst k vzniku celosvétové iniciativy k ochrané Zivotniho prostiedi. Stockholmska
umluva posléze vyrobu DDT a dalSich persistentnich organickych polutantti zakéazala.

Lidstvo si tedy zacalo uvédomovat problém znecisténi Zivotniho prostiedi a zacalo vyvijet zpli-
soby, jak tyto latky z pfirody odstrafiovat. Téchto zpusobtl je cela fada. Na nékteré latky postaci
napiiklad obycejné mechanické filtry. Jako pifiklad mechanického oddélovani lze uvést spa-
lovny a filtry v jejich kominech, které nas ochranuji pred uvoliiovanim kyselinotvornych oxida
do ovzdusi a poméhaji eliminovat kyselé desté. Na dalsi skupinu latek zname metody jejich
chemického odstranovani, naptiklad substituci jednotlivych atomil a funk¢nich skupin ze slou-
¢eniny mlze vzniknout jina, ¢lovéku neskodnd. Jsou zde vSak i latky, k nimZ zpisob jejich
odstranéni bud’ nezname, nebo je zazity zpusob pfili§ drahy a neefektivni.

Jedna z moznych zajimavych alternativ ke konven¢nim metodam je biodegradace. Je to proces,
pii kterém se latky v piirodé rozkladaji v latku jinou za pomoci biologickych organismad.



Nejcastéji je pti tomto procesu vyuzivano mikroorganismu (zpravidla bakterii). Prakticka apli-
kace biodegradace v ptirod¢ se nazyva bioremediace. Pii pouziti bioremediace je ovSem nutné
znat produkt biodegradace, aby z ptivodniho polutantu nevznikla jesté toxi¢téjsi latka.

Na molekulérni trovni probiha biodegradace pomoci kask&d chemickych reakci, zpravidla ka-
talyzovanymi enzymy. Enzymové kaskady v pfirodé¢ se vyvijely miliony let, jenze lidstvo ne-
muze ¢ekat tak dlouho, nez ptiroda sama vyvine nové biodegradacni systémy. Za timto ucelem
vznikl obor na pomezi biologie a biochemie, zvany metabolické inZenyrstvi, ktery se mimo
jiné zabyva vyvojem a optimalizaci enzymovych kaskad. Metabolicti inZenyii velmi tizce spo-
lupracuji s proteinovymi inZenyry, ktefi se snazi vylepsit vlastnosti jednotlivych enzymut v me-
tabolickych drahach tim, Ze méni strukturu enzymt pomoci zmén v sekvenci (mutagenezi)
jednotlivych aminokyselin (Marcheschi et al. 2013).

rowr

Existuje astronomické ¢islo moznych kombinaci enzymt (poptipad¢ jejich mutantti), které by
mohly byt experimentalné testovany na mozné vyuziti v ur¢ité metabolické draze. Problémem
zustava, ze konvencéni biochemické charakterizacni techniky nenabizeji dostate¢nou kapacitu
a priichodnost pro tak velké mnozstvi kombinaci enzymil/mutantii. ReSeni pfinaseji trendy mi-
niaturizace a automatizace laboratornich postupt, které dramaticky zvySuji kapacitu experi-
mentalni charakterizace metabolickych drah. Dominantni technologii v této oblasti je tzv. mi-
krofluidika, kterd dokdze provadét tisice az miliony experimentl za den s vyraznou Usporou
jak materialu, tak ¢asu. Vyvoj mikrofluidnich systému pro optimalizaci biodegradac¢nich me-
tabolickych drah tedy pfedstavuje jeden z potencialnich pristupi, jak pomoci lidstvu se vyrov-
nat s neblahymi nasledky vypousténi antropogennich Skodlivych latek do Zivotniho prostiedi.



2. TEORIE

2.1. Metabolické inZenyrstvi

Lidstvo jiz tisice let vyuziva zivé organismy k provadéni uzite¢nych biochemickych reakci,
nejéastéji pro pripravu cennych latek pro zeméd¢€lstvi, potravinaistvi nebo medicinu (Nielsen
a Keasling 2016). Az v 80. a 90. letech 20. stoleti vSak byly objeveny kli¢ové vhledy, jak tyto
reakce probihaji na molekularni drovni. Tehdy vznikl obor metabolické inzenyrstvi (Bailey
1991), ktery si klade za cil pfeprogramovat metabolické drahy bunék ke zvyseni efektivity
cilové biochemicke reakce (Nielsen a Keasling 2016). Metabolické inzenyrstvi tyto drahy jed-
nak studuje, optimalizuje, ale v poslednich desetiletich také vyviji nové syntetické drahy za
pomoci technik syntetické biologie (Stephanopoulos 2012). Drtiva vétSina vSech téchto bio-
chemickych reakei je urychlend ¢innosti bilkovinnych katalyzatort, tzv. enzym?.

2.1.1. Enzymy jakozto zakladni kameny metabolickych drah

Enzymy jsou proteinové katalyzatory, které zvysuji rychlost chemickych reakci v zivych orga-
nismech (Kodicek et al. 2018). Role enzymi je v téchto reakcich nezastupitelna, nebot’ bez této
katalyzy by reakce probihaly az 10%*-krat pomaleji (Vodrazka et al. 1991). Enzymaticka akti-
vita se bézn¢ vyjadiuje pomoci tzv. enzymatickych jednotek (U). Jedna enzymaticka jednotka
odpovidda mnoZstvi enzymd, které dokaze premeénit jeden umol substratu za jednu minutu
(Anon. 2018).

Enzymy mutzeme podle typu reakce jimi katalyzované rozdé€lit na 7 tid nesouci ndzvy téchto
typt reakci s ptiponou -asa. Tyto tfidy se dale déli na konkrétné;si podtiidy:

EC1 — oxidoreduktasy (oxida¢n¢ redukéni reakce)

EC2 — transferasy (pfenosy funkénich skupin)

EC3 — hydrolasy (hydrolytické stépeni)

EC4 — lyasy (eliminace funk¢énich skupin za vzniku dvojnych vazeb)
EC5 — izomerasy (izomerace)

EC6 — ligasy (tvorba vazeb spojena s hydrolyzou ATP)

EC7 — translokasy (transport latek, Casto pfes biologické membrany)

PtestoZe reakce katalyzované enzymy nabizeji v mnoha ptipadech neuvéfitelnou selektivitu a
specifitu, pro mnozstvi reakci neposkytuji enzymy dostate¢nou katalytickou efektivitu a stabi-
litu (Reetz 2013). Proto se vyvinul obor proteinového inZenyrstvi, které cilené¢ méni strukturu
enzymu pomoci mutageneze, aby vlastnosti enzymu vylepsil (Bornscheuer et al. 2012). Ne
vSech Zadoucich produktl Ize dosdhnout pomoci jednokrokové biochemické reakce



katalyzovanou enzymem. V takovém piipade¢ je tieba vyuzit kombinace vice enzymi, podobné
jako burika, ktera vyuziva kaskady enzymu v ramci metabolickych drah. Za timto tcelem exis-
tuje obor metabolické inzenyrstvi, které se zabyva optimalizaci kaskad reakci katalyzovanymi
riznymi enzymy.

2.1.2. Inzenyrsky cyklus

Jako vétSina inZenyrt i metaboli¢ti inzenyii se drzi postupu zvaného “cyklus Design-Build-
Test-Learn” (DBTL) (Obr. 1), neboli cyklus designu, jeho nasledného zbudovani, testovani a
vyhodnoceni (Nielsen a Keasling 2016). Metaboli¢ti inZzenyii si tedy nejprve vyty¢i problém,
na ktery se snazi navrhnout feseni v podob€ mozné metabolické drahy. V nasledném kroku tuto
metabolickou drahu nejcastéji vnesou do zivych organismt ve formé gend, z nichz bunééna
masinérie dokaze vyrobit funkéni enzymy, a tedy i celou metabolickou drahu. Vlastnosti této
drahy jsou nasledné experimentalné testované a ziskana data jsou vyhodnocena. Cyklus se uza-
vira vyuZitim poznatki z experimentalni charakterizace pro upravu designu v prvnim kroku.

DESIGN BUILD

Obr. 1 Schéma cyklu Design — Build — Test — Learn pro metabolické inZenyrstvi. Cyklus za¢ina designem
metabolickych drah a vybérem jednotlivych enzymt, nasledn€ jejich produkci systémem bakterii a mikroorga-
nismu, nasledného provedeni reakce s t€mito enzymy a vyhodnoceni ziskanych dat. Na zdkladé téchto dat je de-
signovan novy experiment a cyklus se opakuje.

Cely cyklus trva za pouziti konven¢nich metod mésice az roky, navic zpravidla jeden cyklus k
dosazeni kyzenych vysledkl nestaci (Guo et al. 2017). Lze vSak oCekavat, ze miniaturizace a
automatizace béznych metod by mohla tuto periodu zkratit fadove na dny az tydny (Nielsen a
Keasling 2016). Testovaci faze by pii vhodném navrzeni experimentu byla mozna stihnout
béhem jediného dne. Jako nejslibnéjsi experimentalni technologii se v tomto ohledu jevi mi-
krofluidika, ktera nabizi vysokou experimentalni pruchodnost (high- throughput) pro experi-
mentalni testovani v ramci DBTL cyklu (Bjork a Joensson 2019).
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2.2. Mikrofluidika a laboratoi‘e na ¢ipu

Laboratof na ¢ipu (LoC) je koncept zabyvajici se miniaturizaci a integraci béznych laborator-
nich procesi na malé, vétsinou silikonové, Cipy (Obr. 2A). Mikrofluidika je v procesu LoC
klicovou, dominantni technologii. Jak ndzev napovida, vétSina laboratornich ukon je integro-
vana v ramci ¢ipu o ploSe v fadu jednotek ctvereCnich centimetrii. Takové LoC se nejcastéji
vyrabé&ji z prusvitného biokompatibilniho materialu PDMS - poly(dimethylsiloxan) a tato vy-
roba je rychla a levna (Whitesides 2006) a zaroven idealni pro vysokokapacitni testovani v
ramci DBTL cyklu. Bohuzel nelze PDMS Cipy pouzit pro analyzu latek ¢asteéné nebo uplné
hydrofobnich (Courtois et al. 2009), protoZe unikaji do olejné faze a vyroba Cipl z chemicky

vewr

Jako slibna alternativa se jevi kapilarni mikrofluidika (Obr. 2B), ktera pouziva komer¢nich
trubicek pro kapalinovou chromatografii dostupnych v celé fad€ inertnich biokompatibilnich
materialtt (Bannock et al. 2014). Kapilarni mikrofluidika sice pracuje s vétS§imi objemy nez
bézné LoC (a tedy i s nizsi kapacitou), nicméné prace s trubickami je vyrazné snazsi nez s ¢ipy.

stupnych chrmatografickych fluidnich spoju.. Obrézky byly ptevzaty a upraveny podle: A: Whitesides 2006, B:
Bannock et al. 2014

Mikrofluidika ma dvé hlavni vyhody, a sice efektivitu - diky mikrofluidice je mozné provést
tisice az miliony experimentl za den; a uspornost - na jeden experiment se spotiebuje objem
vzorku v fadu nanolitri az femtolitrti, coz je s konven¢nimi metodami nesrovnatelné (White-
sides 2006).

2.2.1. Zaklady a principy mikrofluidiky

Slovo mikrofluidika je sloZené ze slov mikro (z feckého mikros - maly) a fluidika (z latinského
fluidum - tekutina), z ¢ehoz logicky vyplyva, Ze se zabyva malymi objemy tekutin, nejcastéji
kapalin. Jednim z hlavnich odvétvi mikrofluidiky je tzv. kapénkova mikrofluidika (Seemann
et al. 2011). Ta je zaloZena na tvofeni malych kapic¢ek vodné faze v olejové fazi. Kazda jed-
notliva kapka pak predstavuje samostatnou reak¢éni komirku.

11



Vétsina experimentl kapénkové mikrofluidiky zahrnuje tyto zékladni kroky: (i) generace ka-
pének, (ii) manipulace s kapénkami a (iii) analyza kapének. Pii generaci kapének jsou nejcastéji
kapénky vodné faze “odstfihovany” nemisitelnou olejovou fazi principem Plateau-Ray-
leighovy nestability (Strutt 1879), tedy mechanismem pfipominajici kapajici vodovodni ko-
houtek. Kapénkami se nej¢astéji manipuluje za pomoci pump a vhodné geometrie mikrofluid-
nich kanalkt, ktera zaruCuje bézné zadané procesy jako napf. michéni, inkubace, ¢i splynuti
kapének (Haeberle a Zengerle 2007). Délka kanalku a rychlost proudéni v ném pak urcuje
reak¢ni Cas enzymatické reakce.

Zaverecnym krokem je analyza kapének. NejCastéji je vyuzivano optickych metod, jako je flu-
orescence, bioluminiscence, ¢i absorbance, nicméné mikrofluidni systémy jsou propojovany i
s pokrocilejSimi metodami detekce, jako je naptiklad hmotnostni spektrometrie ¢i nuklearni
magneticka rezonance (Zhu a Fang 2013). Pestrost analytickych technik ve spojeni s kapénko-
vou mikrofluidikou dokazuje potencial mikrofluidiky jako technologie univerzalné aplikova-
telné pro potieby metabolického inzenyrstvi.

2.2.2. Aplikace mikrofluidiky v metabolickém inZenyrstvi

V ramci DBTL cyklu metabolického inzenyrstvi jsou nejcastéji mikrofluidni systémy pouzity
ve fazich B (Build) a T (Test). V ramci faze B byly naptiklad vyvinuty mikrofluidni ¢ipy pro
syntézu a seskupeni fragmenti DNA do knihoven, které byly nasledn¢ pomoci metody trans-
formace vloZzeny do hostitelské buiiky mikroorganismu (Shih et al. 2015). Tyto knihovny by-
vaji poté ve fazi T podrobeny tzv. screeningu, tedy selekci nejvhodnéjsich kandidati at’ uz na
urovni jednotlivych enzymit (nejéastéji mutantli v ramci proteinového inzenyrstvi) ¢i na urovni
metabolickych drah. Velmi béZna je metoda pritokové cytometrie, kterd umoziiuje ttidéni jed-
notlivych bunék podle signalu (Tracy et al. 2010). Mikrofluidni inzenyfi tento systém napodo-
bili v tzv. tfidéni kapének (droplet sorting), ¢imz zvysili vyrazné experimentalni prichodnost
(Neun et al. 2020). Dominantnim mikrofluidnim systémem pro tfideni kapének je tzv. flu-
orescenci aktivované tfidéni kapének (fluorescence-activated droplet sorting, FADS) (Baret et
al. 2009).

Ptestoze se mikrofluidika zatim tolik nevyuziva pro inZenyrstvi environmentéalnich metabolic-
kych drah, existuje nedavny ptiklad vyuziti FADS pro tfidéni enzymi z rodiny PETas (Qiao et
al. 2022). Tyto enzymy katalyzuji rozklad syntetickych plastl, konkrétné polyethylenterefta-
latu (PET), ktery se v hojné mife vyskytuje v odpadech vSude kolem nés. Autofi zminiované
studie pomoci FADS tspésné probrali vzorky odpadni vody z textilni tovarny a odhalili mi-
kroorganismy degradujici PET z deviti riznych rodd. V ramci této studie izolovali dva nové
enzymy z rodiny PETas a ptedbézné u nich urcili PETasovou aktivitu. Autofi této studie dou-
faji, Ze by vyzkum mohl pomoci vyuzZivat mikrofluidni systémy v mnohem vétsim meéfitku k
objevovani novych biodegrada¢nich organismi a enzymf, ptipadné k vyvoji novych biodegra-
da¢nich kaskad pomoci metod syntetické biologie.
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2.3. Modelova metabolicka draha

Synteticka biologie byla vyuzita i pro vyvoj modelové metabolické drahy popsaneé v této praci.
Tato drédha se zamétuje na odbourdvani 1,2,3-trichlorpropanu (TCP). TCP je potencialné kar-
cinogenni neptirodni polutant znecistujici pfedevs§im odpadni vody, ktery je celosvétove pro-
dukovan v mnozstvi piesahujicim 50 tisic tun ro¢né (Dvorak et al. 2014a). Prvni myS$lenka na
biodegradaci TCP byla piedstavena Bosmou a spoluautory (Bosma et al. 1999), kteii zkombi-
novali tfi enzymy — halogenalkandehalogenasu DhaA, haloalkoholdehalogenasu HheC a epo-
xid hydrolasu EchA (Obr. 3). Stechiometrie této enzymatické kaskady byla v ramci Loschmid-
tovych laboratoii difive optimalizovana ve zkumavce (Dvorak et al. 2014b) i v bakterii
Escherichia coli (Kurumbang et al. 2014). Piistup matematické optimalizace stechiometrie en-
zymové kaskady vedl az k 56% uspofte celkového biologického materidlu pti zachovani stejné
efektivity kaskady (Dvorak et al. 2014b). V soucasnosti probiha v Loschmidtovych laborato-
fich vyvoj mikrofluidnich systému pro dalsi pokrocilou optimalizaci detekéni eseje pro tuto
metabolickou drahu. V ramci své stiedoskolské odborné ¢innosti ptispivam k tomuto vyvoji
snahou optimalizovat detekci finalniho produktu této degrada¢ni kaskady, glycerolu, v pro-
stfedi mikrofluidnich kapének.

Cl Cl
DhaA
cl cl _— CI\)\/OH
1,2,3-trichlorpropan (R,S)-2,3-trichlorpropan-1-ol
HheC l
Cl
OH EchA
Af—
Cl\/f\/OH
O
(R,S)-3-chlorpropan-1,2-diol (R,S)-epichlorhydrin
HheC l
HO EchA OH
’ HO\)\/OH
o)
(R,S)-glycidol glycerol

Obr. 3: Schéma syntetické metabolické drahy k odbouravani 1,2,3-trichlorpropanu. TCP je nejprve za ka-
talytického plsobeni enzymu DhaA pfeménén na (R,S)-2,3-dichlorpropan-1-ol substituci hydroxylové skupiny za
chlor na 1. uhliku. Déle za katalyzy enzymem HheC na (R,S)-epichlorhydrin, coZ je meziprodukt ke vzniku (R,S)-
3-chlorpropan-1,2-diolu, kdy je jiz na dvou uhlicich misto chloru hydroxylova skupiny, za katalyzy enzymem
EchA. Dale jiz zbyva pouze substituce posledniho chloru, éehoz je docileno katalyzou enzymy HheC a EchA pies
meziprodukt (R,S)-glycidol na glycerol.
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3. CILE PRACE

Tato prace navazuje na dlouhodoby cil Loschmidtovych laboratoii vyvijet automatizované mi-
krofluidni systémy pro studium enzymu a enzymovych kaskad v rdmci proteinového a meta-
bolického inzenyrstvi. Jednim z projektii je konstrukce syntetické (umélé) metabolické drahy
odbourévajici antropogenni polutant 1,2,3-trichlorpropan (TCP) na netoxicky glycerol a opti-
malizace detekéni eseje pro tuto drahu. Cilem mého piispévku v tomto dlouhodobém projektu,
a zaroven i hlavnim cilem této konkrétni stfedoSkolské odborné prace bylo vyuzit mikrofluidni
systémy k vyvoji a optimalizaci detekce glycerolu jakozto hlavniho produktu syntetické meta-
bolické drahy k degradaci environmentalniho polutantu TCP.

Dil¢i cile této prace byly:

e naucit se pracovat s mikrofluidnim laboratornim zafizenim pro studium enzymu a en-
zymovych kaskad,
naucit se analyzovat vicerozmérna data ziskana mikrofluidnimi experimenty,
sestavit a otestovat jednotlivé komponenty analytické eseje pro citlivé monitorovani
glycerolu v prostfedi mikrofluidnich kapének,

e ov¢efit stabilitu, mozné negativni vzajemné interakce komponent analyticke eseje a ex-
perimentalné nalézt jejich optimalni kompozici,

e kalibrovat a validovat vyslednou detekéni metodu pro mikrofluidni vyuziti.
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4. MATERIAL, METODY

4.1.

4.1.1.

4.1.5.

15

Material
Chemikalie

Peroxid vodiku (Penta)

Resorufin (Biotium)

Dihydroxyacetonfosfat (Merck)

Ethanol (Merck)

Deionizovana voda

Glycerol (Merck)

Dimethylsulfoxid (Merck)

Polyfluorovany olej Fluorinert FC40 (AZK)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethane — TRIS (Merck)

. Reak¢ni kity

Invitrogen™ Amplex™ UltraRed Reagent (Thermo Scientific)
Free Glycerol Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (Biovision)

. Roztoky a pufry

Tris-SO.pufr (50 mM Tris, 5 mM MgSO., pH 8,00)
Amplex UltraRed Reagent v DMSO (10 mM roztok)

. Biologicky material

Glycerolkinasa z Cellulomonas (Merck)
Glycerol-3-fosfat oxidasa z Aerococcus viridans (Merck)
Kienova peroxidasa (Merck)

Laboratorni pristroje

fluorescencni/absorban¢ni/luminiscenéni reader CLARIOstar- Plus (BMG Labtech)
analytické vahy HR-120-EC (A&D)

michacka magneticka s vyhtivanim US 152 (Bibby Scientific Ltd.)

pH metr

pH elektroda Hamilton (Thermo Scientific)

ultrazvukové lazen Ultrasonic Compact Cleaner PS0300 (Notus Powersonic)
vyrobnik deionizované, Cisté vody Neptune Ultimate (Purite)



4.1.6. Mikrofluidni material

Fluidika

kapilara PFA High Purity 1/16" OD x .020" ID (IDEX Health & Science)

fluidni konektory se zavity 1/4-28 (vSe IDEX Health & Science): ferule P-200; fitinky
P-235, P-245; luer-adaptér P-658; Y-konektor P-512; kiizova spojka P-722; vicecestné
kapalinové spojky P-150, P-155

pumpy NEMESY'S Low pressure (Cetoni)

stiikacky GASTIGHT® (Hamilton) Série 1000 (1-;2,5-;5-;10- a 25 mL) zakonceni:
Luer Lock a ChemSeal (zavit 1/4"-28)

Optika

LED dioda: M 530 L3 (530 nm, Thorlabs)

Dichroické zrcatko: DMLP 567 R (567 nm, Thorlabs)
Long pass filtr: 590 GY 25, SM1LO05, (590 nm, Thorlabs)
spektrofotometr QE Pro (OceanOptics)

klecovy systém a jiné optické komponenty (Thorlabs)

Ostatni technika

4.1.7.

4.2,

4.2.1.

médény valec (pramér 1,5 cm, délka 8 cm) s drazkami pro kapilaru

tepelnd kartuse 6.5 x 40 mm, 100 W (Farnell)

termoclanek Sensor, Thermoelement Type K - 0.5 mm (Farnell)

PID teplotni kontrola CN7800 (Omega)

motorizovana posuvna plocha LTS150/M (Thorlabs)

modul pro sbér teplotnich tdaju z thermoclankt cDAQ-9171 (National Instruments)

Software

MARS Data Analysis Software (BMG LABTECH)
Reader Control Software (BMG LABTECH)
LabView 2019 (National Instruments)

Microsoft Office 365 (Microsoft)

Origin 2021b (OriginLab Corporation)

Metody

Méreni na mikrofluidni platformé

Mikrofluidni platforma, pracovné oznacovana jako MAX (Microfluidic Assisted eXperiments)
byla sestavena z jednotlivych komeréné dostupnych komponent tak, aby spolu tvotily jeden
funk¢ni celek. Platforma vyuziva pumpy neMesys Low Pressure (Cetoni), které umoziuji vy-
soce piesné davkovani vodnych i olejovych fazi pomoci stiikacek GASTIGHT® (Hamilton,
pouzivané objemy 1; 2,5; 5; 10 a 25 mL). Zpravidla jedna pumpa davkuje olejovou fazi (poly-
fluorovany olej Fluorinert FC40) a ostatni davkuji zbylé vodné faze, napi. enzymy nebo pufr.
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Tlak pump pohani jednotlivé kapaliny kapilarami (vn&j$i pramér 1,6 mm, vnitini pramér 0,508
mm) z chemicky inertniho materialu perfluoralkoxyalkan (PFA, IDEX Health & Science), coz
je analog polytetrafluorethylenu (PTFE, znaméjsiho pod svym obchodnim nazvem teflon).
Vodné faze se nasledné michaji ve vicecestnych spojkéch (vSechny viz vyse od IDEX Health
& Science), pticemz pomér rychlosti toka jednotlivych pump urcuje sloZeni vysledné smési
fazi.

Enzym 1
e

Enzym 2
]

t
v

Enzym 3 J_r

Obr. 4: Schéma mikrofluidni ¢asti platformy. Pumpy, na nichZ jsou pfipevnény stiikacky, uréuji rychlost toku
olejové a vodnych fazi. Enzymy (zIutd, oranzova, modra) jsou smichany s pufrem (bila) v manifoldu (Sedé ko-
le¢ko). Na T-konektoru (pfipadné Y-konektoru) dochazi k tvorbé kapének tim, ze se vodné faze setkaji s nemisi-
telnou olejovou fazi (svétle zlutd). Kapénky nasledné putuji k temperované reakéni civee, ktera se sklada z médé-
ného valecku s vysoustruzenym zavitem, jehoz rozmér odpovida vnéjsimu rozméru pouzité PFA hadicky. Pfi
posunu reakéni civky v jeji podélné ose je mozné z jednotlivych smycek postupné odecitat intenzitu fluorescence.
Po kalibraci systému, zejména znalosti rychlosti pratoku kapének, lze ptesné urcit reakéni cas v jednotlivych
zavitech reak¢ni civky a graficky tak zachytit vyvoj fluorescence v ¢ase, tedy vyvoj koncentrace produktu v ase.

Na konektoru tvaru Y (piipadné T, jako na Obr. 4) se setk&vaji olejova a vodna faze a dochazi
ke tvorbé kapének. Ty jsou nasledné vedeny kapilarou pies temperovanou reakéni civku. Tuto
civku je mozné vyhiat az na 180 °C diky tepelné kartusi (Farnell) zabudované uvniti civky.
Teplota je monitorovana pomoci termoclanku Sensor typu K, Thermoelement - 0.5 mm (Far-
nell) a kontrolovana pomoci PID regulatoru CN7800 (Omega). Reak¢ni civka je instalovana
na posuvném stolku pohanéném krokovym motorem LTS150/M (Thorlabs), ktery umoziiuje
pohyb civky v jeji podélné ose. Tim Ize docilit méfeni fluorescence ve vicero bodech — v tzv.
smyckach, pficemz kazda smycka odpovida uréitému reakénimu casu. Excitacni zafeni z LED
diody M530L3 (530 nm, Thorlabs) je vedeno odrazem pies dichroické zrcatko DMLP567R
(567 nm, Thorlabs) na povrch reakéni civky. Emitované fluorescenéni zafeni je stejnym zrcat-
kem a dale long-pass filtrem 590GY25 (590 nm, Thorlabs) propousténo smérem na optovlak-
novy CCD spektrofotometr QE Pro (OceanOptics) K vystiedéni optického svazku na optické
vlakno je pouZita XY translaéni Stérbina s asférickou ¢ockou.

Pro kazdy pomér jednotlivych fazi je nutné vygenerovat vic nez 1500 kapének rychlosti gene-
race piiblizné 1 kapénka za sekundu (1 Hz), aby byly potla¢ené nezddouci vlivy disperze pii
michani vodnych fazi a zajistila se reprodukovatelnost méteni. Po této dobé (piiblizné 20-30
minut) dochazi k samotnému méfeni (6-12 minut) v zavislosti na tom, ve kterych smyckach je
signal detekovan. Méfeni probihd smérem od smycky s nejvétsim reakénim ¢asem po smycku

17



s nejmensim reak¢nim Casem, aby nebyla jedna kapénka snimana vicekrat a nedochazelo k
vysvécovani fluoroforu.

Kazdou z HW komponent Ize ovladat pomoci piislusného origindlntho SW (napt. OceanView
pro QE Pro, Kinesis pro LTS150), nicméné pro automatizovanou kontrolu a sbér dat byl vyvi-
nut vlastni ovladaci SW — tzv. Virtual Instrument, ktery byl naprogramovan v prostiedi grafic-
kého programovaciho jazyka LabVIEW (NI, USA). Tento program vyvinul Mgr. David Kovafr,
Ph.D. z Loschmidtovych laboratofi. Program dale umoziiuje nastavit v§echny experimentalni
parametry, jako je objem stiikacek se vzorky, rychlost prutoku, sekvenci kombinaci jednotli-
vych vodnych fazi (reak¢nich poméri) experimentu, ve kterych smyc¢kach bude probihat mé-
feni, v jaké teploté ma experiment probihat apod.

Surové data z méteni byla zpracovana pomoci dal§iho programu v LabView pro detekci piki.
Analyza takto zpracovanych dat byla nasledné provadéna v Excelu (pii variovani jedné ¢i dvou
slozek), nebo v programu Origin (pfi variovani tii a vice slozek).

4.2.2. Méreni na mikrotitraéni desti¢ce

Cast experimentii byla provedena méfenim na mikrotitraénich destickach pomoci readeru
CLARIOstar- Plus (BMG Labtech). Objem reakéni smési je v§ak v kazdé jamce o nékolik fadi
vy$si, pohybuje se od 100 do 150 pl. Byly pouzity desticky s pruhlednym (OptiPlate 96, Perkin-
Elmer) a neprithlednym (96-IsoPlate) dnem. V piipadé prihledného dna byla desticka ptekryta
hlinikovou félii 96-well Microplate Aluminum Sealing Tape (Corning). Reader byl pouzivan
v modu méteni fluorescencni intenzity (v €ase 1 jednordzove) a méteni fluorescencnich spek-
ter.

Analyza dat je provadéna pomoci programu MARS (BMG Labtech), z néjz Ize exportovat data
do Excelu.
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5. VYSLEDKY

5.1. Hledani vhodneé detekce glycerolu

Pti hledani vhodného zplisobu pro detekci glycerolu, jakozto hlavniho produktu syntetické
dréhy pro degradaci TCP, byla v prvni fadé snaha najit komerén¢ dostupny detekéni kit. Nej-
slibn¢jsim feSenim se zdalo byt vyuzit kitu Free Glycerol Colorimetric/Fluorometric Assay Kit
(Biovision), ktery deklaroval detekci glycerolu v rozmezi 1 uM az 10 mM. Tento kit vyuZiva
kaskadu enzymd, jejichz pravdépodobna identita byla zkoumana dtive v Loschmidtovych la-
boratofich. Kit pravdépodobn¢ vyuziva soucinnosti tii enzymu, viz Obr. 5.

OH

HO OH
o
HO\/J\/OH ML — No” \)\/ ¥ ADP

Ho” N,
glycerol glycerol-3-fosfat
OH o]
SN /O\J\/OH ¢, —/ Ho\p/"\)k/"“ + o HO,
HO/P\\O o” \OH
glycerol-3-fosfat dihydroxyacetonfosfat

OYCHB
HRP

Amplex Red resorufin

Obr. 5: Schéma enzymové kaskady pro detekci glycerolu. V této tiikrokové kaskade je v prvnim kroku glycerol
v pfitomnosti adenosintrifosfatu (ATP) oxidovéan za katalyzy glycerolkinasou (GK) na glycerol-3-fosfat za vzniku
adenosindifosfatu. Glycerol-3-fosfat je dale v pritomnosti molekularniho kysliku oxidovan glycerolfosfat oxida-
sou (GPO) na dihydroxyacetonfosfat (DHAP) a peroxid vodiku H20,. Ve téetim kroku reakéni kaskady redukuje
kienova peroxidasa (HRP) vznikly H>Ozna vodu a soucasné oxiduje Amplex Red na fluorescenéni resorufin, ktery
je spektrofotometricky detekovatelny. Vedlejsim produktem je octanovy aniont a proto musi byt reakéni prostredi
pufrovano.

vvvvvv

nych nevyhod tohoto kitu. Jednak byl relativné cenové nékladny, navic v§ak obsahoval deter-
gent, ktery rozbaloval enzym HheC (Obr. 3). | po jeho vylouéeni a nahrazeni reakéniho pufru
kitu za 50mM Tris-SO4 pufr (50 mM Tris, 5 mM MgSOa, pH 8,00) bylo vSak pozorovano, ze
neni moZné spolehlivé detekovat glycerol. Béhem experimentu na mikrofluidni platformé ne-
bylo dosazeno spolehlivé detekce u koncentraci glycerolu vyssich nez 250 uM (Obr. 6).

19



u
70000 70000 ——250 uM
60000 60000 ——500 uM
% 50000 E 50000
= 40000 = 40000
£ e
& 30000 (%” 30000
20000 20000
10000 10000
0 -~ T T T T T ! 0 - T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 1 3 5 7 g 11 13
Smycky Smycky
C D
x10* 4
g X Wg )
—~ B4 = 6.
= L
& € 4
= 44 =
'g o 2]
b 2 @ o
O ™~
0. |
- T 500
6 e 400
0T = 300
12 T 100 200 )
Smyky 15 0 [Glycerol] (M) SmyCky 15 0 [Glycerol] (M)

Obr 6: Experimentalni testovani kitu Biovision na detekci glycerolu. Grafy zobrazuji relativni fluorescenéni
signal v zavislosti na ¢ase pfi riznych koncentracich glycerolu. Zaroveti ¢asti A, C zobrazuji vysledky za pouZiti
2% enzymového mixu od BioVision, zatimco grafy B, D 3%. Na vodorovné ose u grafu A, B je ¢as vyjadieny
jednotlivymi smy¢kami, v nichZ dochazelo k méfeni, na svislé pak hodnota fluorescen¢niho signalu (RFJ — rela-
tivni fluorescen¢ni jednotky). Jednotlivé linie reprezentuji rizné koncentrace glycerolu. Grafy C, D zobrazuji
koncetrace glycerolu jako tieti rozmér.

Tyto poznatky vedly k myslence vyvinout vlastni detekéni esej za pouziti jednotlivych ko-
mercné dostupnych enzymd, tedy glycerolkinasy (GK), glycerolfosfat oxidasy (GPO) a kie-
nové peroxidasy (HRP). Substratem pro posledni reakéni krok byl zvolen Amplex Ultra Red
(AUR), z n€éhoz je produkovan analog Resorufinu (Obr. 5). Piesna struktura této molekuly je
nicméné tajnd, proto se na Obr. 5 mohou jednotlivé reagenty a produkty lisit od reality.

5.2. Testovani a optimalizace vlastni detekéni kaskady

Vlastni detekéni kaskada byla sestavena a experimentalné testovana. V prvnim kroku bylo
otestovano jen nékolik stechiometrickych kombinaci vSech tfi enzymi pro konverzi tfi riznych
koncentraci glycerolu (0,2; 0,5 a 1,0 mM). Néekteré z té€chto kombinaci nicméné ukazaly sta-
bilni detekci glycerolu az do 0,5 mM (Obr. 7), coz je dvakrat vic nez u eseje od Biovision
(Obr. 6). Z graft je rovnéz patrné, ze signal zac¢ina klesat pii detekci 1 mM glycerolu, zatimco
pfi nizsich koncentracich roste dle ocekavani.
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Obr. 7: Prvni testovani vlastni eseje na detekci glycerolu. Oba grafy zndzorfuji vyvoj relativniho fluorescen-
¢niho signalu (RFJ) v jednotlivych smyckach pti enzymatické konverzi 0,2; 0,5 a 1,0 mM Glycerolu (¢erna, ¢er-
vena a modra, viz legenda vpravo nahote). Graf A zobrazuje stechiometrickou kombinaci enzymut (GK, GPO a
HRP) v poméru GK:GPO:HRP 0,75:0,125:0,125, graf B v kombinaci 0,8:0,1:0,1.Svétlejsi barva vypliujici plo-
chu mezi body znaci smérodatnou odchylku.

Nésledujicim krokem bylo systematicky prohledat kombinatoricky prostor pro rizné stechio-
metrie téchto tii enzymu s cilem najit jejich optimalni pomér. Pti designu tohoto experimentu
byla zafixovana koncentrace glycerolu na 0,5 mM a také soucet koncentraci jednotlivych en-
zymu odpovidal 1 U/mL. Pro efektivni pokryti kombinatorického prostoru stechiometrii GK,
GPO a HRP bylo vyuzito ternarniho diagramu. Tento graf umoziiuje ve dvou rozmeérech vy-
stihnout sloZeni trojslozkového systému. Rovnomérna distribuce boda v tomto ternarnim dia-
gramu zaruci efektivni pokryti kombinatorického prostoru (Obr. 8).

0,0

Slozka 1

1,0

0.0 02 04 0.6 0.8 10
Slozka 3

Obr. 8 Designovani experimenti pomoci ternarniho diagramu. Piiklad rovnomérného pokryti kombinatoric-
kého prostoru 36 body (Cerné Ctverecky).

Systematické prohledani vhodnych stechiometrickych kombinaci bylo provedeno na mikrof-
luidni platformé (Obr. 9). Oblasti s nejvyssim signalem jsou detailnéji zobrazeny na Obr. 10.
| zde byl vSak pozorovéan nezadouci pokles signalu, a to konkrétné v osmé smycce.
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Obr 9: Systematické prohledani kombinatorického prostoru stechiometrie detekéni kaskady. Ternarni diagramy znazornuji vyvoj fluorescenéniho signalu Vv riznych
Casech (A-F odpovida smyc¢kam 2-12) pro 36 stechiometrickych poméri enzymi. Relativni fluorescenéni signal je znazornén na barevnych skalach od modré po ¢ervenou
(nejnizsi po nejvyssi).
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5.3. Testovani interakci meziprodukti s resorufinem

Vzhledem k nezadoucimu poklesu signalu bylo dal§im krokem snaha zjistit p¥i¢inu tohoto po-
klesu. Jako mozna vysvétleni se jevila ovlivnéni resorufinu nékterym z ostatnich mezipro-
duktu. K otestovani byly vybrany meziprodukty AUR, H20. a dihydroxyaceton fosfat
(DHAP). V reakcich byl pouzit komeréné dostupny resorufin, ktery nicméné pravdépodobné
nema identickou chemickou strukturu, jako produkt reakce AUR.

5.3.1. Interakce resorufin —- AUR

Na mikrofluidni platformé byla studovana interakce resorufinu a AUR bez pfitomnosti enzymu
pro 6 koncentraci resorufinu (0-1,5 mM) a 6 koncentraci AUR (5-300 uM) (Obr. 11). Z grafu
lze vycist, ze ptidavek AUR k resorufinu zplsobil nartst signalu. Pravdépodobné se jedna o
samovolny rozklad molekuly AUR pfispivajici k fale$né pozitivnimu signélu.
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Obr. 11: Interakce resorufinu s AUR. Zavislost relativniho fluorescenéniho signalu pro 6 koncentraci reso-
rufinu v interakci se 6 riznymi koncentracemi AUR (odstiny oranZové, viz legenda pod grafy). Graf A zachycuje
signdl seshirany ve smy¢ce 1, graf B ve smycce 3.

5.3.2. Interakce resorufin — H.O:

Interakce resorufinu a peroxidu vodiku byla experimentalné testovana na mikrofluidni plat-
form¢ ve dvou variantach, (i) pfima chemickd interakce komeréné zakoupeného resorufinu
s H202 (Obr. 12) a (ii) koncentra¢né zavisla interakce enzymaticky vygenerovaného resorfuinu
AUR i H202 (Obr. 13). V piipadé piimé chemické interakce bylo zjisténo, ze peroxid vodiku
az do koncentrace 2 mM nema vyrazny vliv na fluorescenéni signal resorufinu. VIiv koncen-
trace vétsi nez 2 mM jiz bylo bezpfedmétné studovat, protoze v enzymové kaskadé degradace
TCP jsou ocekavany maximalni koncentrace vyprodukovaného glycerolu v fadu stovek pM.
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Obr. 12: Interakce komer¢éné zakoupeného resorufinu s H202 bez pritomnosti enzymu HRP. Graf ukazuje
vyvoj ziskaného signalu v ¢ase pro &tyti koncentrace resorufinu (znaceno textem v grafu) a étyfi koncentrace H.0O-
(barevné linky, viz legenda grafu vlevo nahote).

V piipad¢é enzymatické reakce HRP (tedy generaci resorufinu in situ) nebyl pozorovan vy-
znamny rozdil mezi vlivem 0,4 mM a 2 mM peroxidu pro reakci se ¢tyfmi koncentracemi AUR
za konstantni koncentrace enzymu HRP (1,0 U/mL) (Obr. 13). Tento vliv, ktery by byl jinak
ocekavany, ukazuje nejspis na urcity druh inhibice enzymatické reakce. Signal byl jinak rela-
tivné stabilni pro vSechny koncentrace AUR. Mirn¢ klesajici tendence signalu je pfi¢itana ne-
dokonalému zarovnani médéného valce s optikou.
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Obr. 13: Interakce in situ generovaného resorufinu s H202.Vyvoj ziskaného signalu v ¢ase pro koncentraci

H202 0,4 mM (A) a2 mM (B). V obou grafech jsou jednotlivé koncentrace AUR znaceny linkami a body podle
barevného kédu v legendé pod grafy.
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5.3.3. Interakce resorufin —- DHAP/H,0;

Posledni zkoumanou interakci byl vliv dihydroxyacetonfosfatu (DHAP) na enzymaticky gene-
rovany resorufin. DHAP je meziproduktem ptedchoziho enzymatického kroku detekéni kas-
kady a je tedy molekulou, kterd se v reakci kumuluje. Experiment byl proveden na mikrotit-
ra¢ni desti¢ce, aby se zmenSil mrtvy ¢as experimentu oproti mikrofluidni platformé. V designu
experimentu byla respektovéana skutecnost, Zze z druhého enzymatického kroku detekéni kas-
kady vznika ekvimolarni mnozstvi DHAP i H20,. Byly testovany ¢tyii koncentrace DHAP/
H20 (0,1 — 2,5 mM) oproti dvéma koncentracim AUR (100 a 200 uM) za konstantni koncen-
trace enzymu HRP (0,1 U/mL) (Obr. 14). Podobnost jednotlivych signalii pro vSechny Ctyfi
koncentrace DHAP/ H20; svéd¢i opét o urcitém druhu inhibice enzymatické reakce, kterou
bude potieba v budoucnu prozkoumat.
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Obr. 14: Interakce in situ generovaného resorufinu s DHAP/H2Oz. Zavislost fluorescenéniho signalu v ¢ase
pro enzymatickou reakci HRP se 100 uM AUR (A) a 200 uM AUR (B). V obou grafech jsou pramérné signaly
pro jednotlivé koncentrace DHAP/ H,O, znaéeny odstiny modré dle legendy pod grafy.
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6. DISKUZE

Mikrofluidika zacina byt atraktivnim systémem pii optimalizaci slozeni viceslozkovych bio-
chemickych systému, a to pfedevsim diky jeji rychlosti a nizké spotiebé vzorki. Proto bylo
nasnad¢ vyuZit tuto technologii i v ptipadé optimalizace detekéni eseje pro metabolickou drahu
k biodegradaci TCP. Prvnim dulezitym krokem je vsak vyvoj a optimalizace metody detekce
findlniho produktu degrada¢ni kaskady, glycerolu. Tato detekéni metoda sestava z kaskady en-
zymatickych reakci (Obr. 5) a jeji optimalizace je také viceprostorovy problém, na ktery Ize
aplikovat princip mikrofluidniho kombinatorického méieni.

Komer¢ni detekéni esej od BioVision vykazovala zavazné nedostatky, zejména pii detekci
koncentraci glycerolu piesahujici 250 uM. Proto byla navrzena vlastni detekéni esej slozena ze
tii komeréné dostupnych enzym — glycerol kinasy, glycerolfosfat oxidasy a kifenové pero-
xidasy. Efektivita reakce kriticky zavisi na stechiometrickém poméru jednotlivych enzymu
(Dvorak et al. 2014b). Proto byl tento druh optimalizace zvolen i pro testovani vlastni detekéni
kaskady a to praveé za vyuziti mikrofluidiky.

Experimenty s vlastni detekéni kaskadou ukazaly zlepSeni v porovnani s Biovision eseji
zejména co se tyce zvySenc¢ho detekéniho rozsahu (z piivodnich 250 pM na 500 az 1000 uM).
I pfes toto zlepSeni stale dochazelo k poklesu signélu v ¢ase. Tento pokles je ¢asteéné ovlivnén
nedokonalym zarovnanim optiky a detekéniho valce, nicméné mira tohoto poklesu nemohla
byt pln¢ vysvétlena touto technickou zalezitosti. Proto byla zvazena moznost, ze by finalni
produkt detek¢ni kaskady, resorufin, mohl interagovat s nékterymi meziprodukty, pravdépo-
dobné v poslednim kroku kaskady a tim dochazelo k ovlivnéni jeho fluorescenénich vlastnosti.
Jako pravdépodobné meziprodukty se jevil AUR, H202 a DHAP. U Zadného z téchto mezipro-
dukti nebyl pozorovan vyznamny vliv na signél, nicméné v reakci katalyzované peroxidazou
byly pozorovany urcité naznaky inhibice.

V nasledujicim vyzkumu se oteviraji moznosti prostudovat tuto inhibici pomoci méteni enzy-
matickych Kinetik, ptipadn¢ zavislosti aktivity kienové peroxidasy na pH. Alternativné lze také
uvazovat o ziskani detailnéjSiho pohledu na chemickou identitu produktii v reakci AUR napfi-
klad pomoci metody hmotnostni spektrometrie. Potencial lze spatiovat také v jinych flu-
orescen¢nich substratech pro peroxidasu, nez je AUR. Prozkoumani téchto moznosti bude
predmétem dalSiho vyzkumu na tomto projektu.

Po dokonceni optimalizace detekéni metody pak bude mikrofluidni platforma vyuzita k vy-
zkumu a inzenyrstvi metabolické drahy pro biologické odbouravani TCP.
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7. ZAVER

Tato prace se zabyva vyuzitim mikrofluidnich systémil pro optimalizaci biodegradac¢nich me-
tabolickych drah. Navazuje tak na dlouhodoby projekt Loschmidtovych laboratofi, ktery se
zaméfuje na degradaci toxického polutantu TCP ze zivotniho prostiedi. Nejvyssi aktudlni limi-
taci v tomto projektu byla nedostate¢né citliva analytickd esej pro detekci glycerolu. Hlavnim
cilem této prace proto bylo sestavit komponenty analytické eseje pro citlivé monitorovani gly-
cerolu v prostiedi mikrofluidnich kapének. Dil¢imi cili pak bylo naucit se pracovat s mikrof-
luidnim zafizenim a analyzovat vicerozmérna data, dale experimentalné ovéfit vliv mezipro-
duktl na vysledny produkt detek¢ni kaskady resorufin a kalibrovat a validovat vyslednou de-
tek¢éni metodu pro mikrofluidni vyuziti.

Prvnim krokem bylo otestovat na mikrofluidnim zafizeni komer¢né dostupnou esej od Biovi-
sion pro detekci glycerolu. Kvili nestabilité signalu této eseje jsem piistoupil k testovani
vlastni detekéni eseje slozené ze tii komeréné dostupnych enzymi — glycerol kinasy, glycerol-
fosfat oxidasy a kienové peroxidasy. Ackoli tato esej rozsitila maximalni detekovatelnou kon-
centraci glycerolu na zhruba dvou az ¢étyfnasobek oproti eseji od Biovision, stale byla pozoro-
vana degradace signélu v ¢ase. Nasledujicim krokem tedy byl pokus o zjisténi, jestli by se dal
tento pokles signalu vysvétlit interakci produktu detekéni kaskady, resorufinu, s nékterym z
meziprodukta reakce (H202, DHAP ¢i AUR) Ukazalo se, ze substrat AUR vliv ma, ovSem
signal jen mirné zvysuje svym pravdépodobnym rozkladem. U posledniho enzymatického
kroku peroxidasy byl nicméné pozorovan uréity druh inhibice enzymatické reakce, ktera prav-
dépodobné hraje urcitou roli vV pozorované nestabilité signalu. Odhaleni pficiny nestability sig-
nalu tedy zlstava predmétem dal$iho vyzkumu.

Touto praci se celkové snazim poukéazat na vyhody vyuziti mikrofluidiky k optimaliza¢nim
experimentim viceslozkovych systému, jako jsou napt. enzymatické kaskady. Konven¢nimi
metodami by nebylo mozné praci stihnout za tak kratky ¢asovy tsek a zaroven by bylo tfeba
vyuzit n€kolikanasobné vEétsi mnozstvi vzorkl.. Vétim, Ze dalsi rozvoj mikrofluidnich metod

vvvvvv

kace €i pro ostatni biotechnologie.
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