Stanoveni parametri enzymové reakce pomoci kapickové
mikrofluidiky s fluorogennim substratem

Teorie:
Mikrofluidika

Mikrofluidni systémy pfindseji zajimavé moZnosti pro analytickou chemii, biochemii i klinické aplikace.
Jejich vyhodou je obecné nizkd spotieba latek a zaroven ziskani velkého mnoiZstvi dat. Zakladem
aparatury mohou byt trubicky nebo mikrokanalky v riznych materidlech, jejichz konkrétni design a
kombinace s detekénimi a separaénimi technikami umoZiiuje $iroké spektrum aplikaci. Castym
materidlem byvaji ,,Cipy” vyrobené z PDMS (polydimethylsiloxan) pro svoje mechanické vlastnosti,
relativni inertnost a jednoduchost vyroby.

Jako mikrofluidni metody Ize namatkou zminit pritokovou cytometrii (tfidéni a analyza vlastnosti
bunék), ,microarrays” (DNA nebo protilatkové préby na povrchu), digitdlni PCR, elektroforéza na Cipu,
nebo kapic¢kova mikrofluidika (prevedeni reakci do jednotlivych kapek v oleji, slouZzicich jako jednotlivé
mikroreaktory).

Pfevedeni laboratornich postupl do ¢ipového formatu se nazyva ,lab-on-a-chip”, tedy laboratore na
Cipu, kde je moiné produkovat velké mnoiZstvi dat s malou spotfebou reagentl. Stim souvisi
automatizace, zpracovani dat a obecné vyzvy spojené s miniaturizaci, jak technologie vyroby, tak
chovani kapalin v mikroméritku.
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Obr. 1 Schéma pfistroje s fluorescencni detekci pouZitého ve cviceni:

Roztoky jsou davkovany pomoci pfesnych pump, kapky reakéni smési vznikaji oddélovanim pomoci proudu oleje
v pravouhlé spojce (jedna z moznosti tvorby kapek). Pfi prlichodu ostfe zato¢enym kanalkem se reakéni smés
uvnitf kapek diky silam, plsobicim na kapky promicha. Pribéh reakce v Case lze pozorovat detekci signalu
vrlaznych mistech inkubaéniho kanalku. Detekcni ¢ast je zdroj excitacniho svétla, soubor filtr(i, detektor
(fotondsobic) a software. Celd aparatura je umisténa na mikroskopu.

254 pm

Obr. 2 Kapky reakéni smési oddélené olejem:

Velikost a vzdalenost kapek Ize ménit zménou poméru priitoku vodné a olejové faze. Vnitini primér trubicky:
254 pm.

Enzymova kinetika

Enzymy jsou v organismech nepostradatelné biomolekuly, katalyzujici riznorodé reakce ve spousté
metabolickych a signalizacnich drah. Poznani jejich chovani je dileZité pro porozuméni biologickym
procesiim a aplikaci v biotechnologii stejné jako pro pochopeni a Iécbu nékterych onemocnéni, na
kterych se podileji. Stanoveni jejich aktivity je tedy nedilnou soucasti klinické diagnostiky. Enzymova
kinetika obecné zkouma katalytickou funkci enzym vici jejich pfirozenym nebo umélym substratiim,
chovani v rizném prostredi (teplota, pH, iontova sila...) nebo jejich inhibici napfiklad pro terapeutické
ucely.

Zakladni rovnici popisujici reakci katalyzovanou enzymem je rovnice Michaelise-Mentenové (1),

_a®) _ Vimax (S)
V=" = Kp+(S)

(1)

kde rychlost enzymové reakce v (mnoZstvi produktu vytvoreného za 1 s) je definovand maximalni
rychlosti reakce pti plném nasyceni substratem V., Michaelisovou konstantou Ky a aktualni
koncentraci substratu S.

Parametry Vmsa Kv lze experimentalné ziskat stanovenim rychlosti reakce pfi rliznych koncentracich
substratu a nasledné nelinedrni regresi nebo linearizaci.

Pti linearizaci podle Lineweavera a Burka vynasime jako osu y 1/v a jako osu x 1/(S). Vysledkem je
ptimka (v idedlnim ptipadé), jejiz smérnice odpovidd Ky / Vmax @ Usek na ose y 1/ Vimax.
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Obr. 3 Priklad vynosu reakéni rychlosti proti koncentraci substratu:

Vlevo: Kfivka pro Km = 10 mol a Vmax = 100 mol/s; vpravo: stejna data, linearizovana forma

Prakticka cast:

- Stanoveni Km a Vmax ze zavislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu

Material a vybaveni:

- Enzym B-galaktosidaza E.coli v inkubacnim pufru, KONCENTrace ......cocvveeeiverererenesrserenesennees

- 2 mM fluorogenni substrat Fluorescein Di-B-D-Galactopyranosid (FDG) v dimethylsulfoxidu
(DMSO)

- Inkubaéni pufr: 100 mM fosfatovy pufr pH 7.3 obsahujici 1 mM MgCl,a 112 mM
2-merkaptoethanol

- 100 nM roztok fluoresceinu v inkubaénim pufru

- Fluorinert FC-40 (olejova faze)

- Instrumentace kapickové mikrofluidiky (mikroskop Olympus, zdroj excitacniho zareni Coolled
pE-300, PMT detektor Hamamatsu, stfikackové pumpy Nemesys, strikacky Hamilton, trubicky
a spojky

- Nastaveni detekéniho systému: excitacni vinova délka: 450 nm; emisni filtr: 510 — 560 nm;
nastavend intenzita exc. zafeni na ovladaci: 100; gain 5,5; zvétSeni okuldru: 20 X; interval
zaznamu: 0,004 s



Pracovni postup:

A: Postup analyz, sestaveni aparatury

1. Sestavime trubicky a spojky podle obrazku; stfikacky vyfoukame stlacenym vzduchem a plochy
pistd a tésnéni spojek olistime lepici paskou od prachu.

“T” spojka pro spojeni
reakéni smési a oleje — pro
tvorbu kapek

“Y” spojka pro smichani
reakéni smési

Obr. 4 Trubicky spojené pomoci spojek:

Zjednodusené zapojeni bez michacich kli¢cek, smichana reakéni smés je proudem olejové faze ,,utrhovana” na
kapky, které jsou unaseny smérem k detektoru

2. Do strikacek napInime dany objem roztok(l a Fluorinert FC-40 jako olejovou fazi, dbdme aby ve
stfikackach ani trubickach nezlstavaly bublinky vzduchu, ze stfikacky je pfipadné opatrné
vyklepeme.

3. V ovladacim softwaru nastavime odpovidajici objemy roztokd ve stfikackach, stfikacky vlioZzime
do pumpy a vSechny spoje pfimérené utahneme rukou

4. Spustime pocatecni pritoky pro ustdleni toku po dobu 1 minuty: 12 ul /min pro olej a celkové
12 pl /min pro reakéni smés

5. Poté pritoky zménime v poméru ............ (reakéni smés : olej) na:
Sttikacka €. Obsah strikacky Davkovaci pritok
1
2
3




6.
7.

Po ustdleni toku (cca 2 az 5 minut) spustime zdznam signalu po dobu 40 s (pfiblizné 50 kapek)
Odecteme intenzitu fluorescence vrcholl pikl (zdznam stfedu kapky)

B: Kalibracni zavislost

1.

ok wnN

Zasobni 100 nM fluorescein nafedte pomoci fedici fady na koncentrace podle tabulky do
findlniho objemu 500 pl. PouZivejte tmavé zkumavky aby se zabranilo znehodnoceni
fluoresceinu svétlem (,,photobleaching”)

Finalni Objem 100 nM | Pfendseny Objem
koncentrace roztoku objem (ul) inkubacniho
fluoresceinu fluoresceinu (ul) pufru (ul)
(hM)

100 500

50 250 250

20 200 300

10 250 250

5 250 250

1 100 400

0,2 100 400

Sestavte trubicky a spojky podle obrazku 4

Zacinejte koncentraci 0,2 nM a postupujte k vyssim koncentracim

Roztok naplnte do sttikacky, a postupujte podle postupu popsaného v ¢asti A

Zaznamenejte 40 s odezvy kapicek pro jednotlivé kalibraéni roztoky a zdznam vyhodnotte

Ze zdvislosti prlimérné hodnoty intenzity fluorescence na koncentraci fluoresceinu zjistéte
vynesenim do grafu kalibra¢ni zavislost.

Rovnice kalibracni zdvislosti ‘

C: Stanoveni zavislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu

Priprava roztokd

Ptifedéni FDG pouZijte tmavé zkumavky a roztoky drzte na ledu aZ do méreni, aby se zabranilo
samovolné hydrolyze substratu

Ze zasobniho 2 mM FDG pfipravte 500 pl 200 uM roztoku nafedénim inkubacnim pufrem.
Podle tabulky pfipravte fedici fadou roztoky substratu FDG. Roztoky vcetné enzymu
nechavejte do doby méreni chladit.

Koncentrace Objem 200 uM | Pfenaseny Objem

FDG (uM) roztoku FDG (pl) | objem (ul) inkubacniho
pufru (pl)

200 500

120 300 200

60 250 250

30 250 250

15 250 250

! koncentrace substratu i enzymu v reakéni smési bude poloviéni (michani 1:1)




Nowuw s

10.

Sestavte trubicky a spojky podle obrazku

Nechejte pfi laboratorni teploté pomalu rozmrazit ..............roztok enzymu a rozvortexujte ho
Roztok substratu i enzymu naplnite do dvou stfikacek a postupujte podle postupu popsaného
v €asti A

Zaznamenejte 40 s odezvy kapicek pro jednotlivé koncentrace substratu ve 3 méficich oknech,
jejichz vzddlenost od smichani enzymu se substratem si zapiste.

Poridte snimek kapek v reakéni trubicce pomoci kamery integrované v mikroskopu, graficky
odeltéte vzdalenost mezi kapkami (trojclenkou, kdy jako méfitko pouZijeme vniténi primér
trubicky: 0,254 mm); ze zaznamu odectéte casovou mezeru (jestlize vime Ze body zaznamu se
odeditaji po 0,004 s) mezi prichodem jednotlivych kapek a z téchto hodnot vypoctéte reakéni
¢as v danych vzdalenostech od mista smichani reakéni smési

Vzdalenost Cas mezi kapkami | Rychlost  kapek
kapek (cm) (s) (cm/s)

Do tabulky zapiste reakcni ¢asy vypocitané pro jednotlivd méfici okna, prdmérné hodnoty
intenzity fluorescence namérené pro jednotlivé koncentrace FDG (n=60) v jednotlivych
meéficich ¢asech a pomoci smérnice primky ziskané z kalibracni zavislosti je pfepocitejte na
koncentraci fluoresceinu

Reakéni €as (s)

FDG cm cm cm cm cm cm
v reakéni
smési (uM)

Intenzita fluorescence Koncentrace fluoresceinu (nmol/I)

100

60

30

15

7,5

Linearizace dle Lineweavera-Burka; vypocet Km a Viim

11.

12.

Koncentraci fluoresceinu (osa y) v zavislosti na ¢ase (osa x) pro jednotlivé koncentrace FDG
vyneste do grafu v Excelu a ziskané smérnice pfimek (y=ax+b), odpovidajici zméné koncentrace
fluoresceinu za 1 s (jeji jednotky jsou nmol/l.s) zapiste do tabulky niZe; vypocitejte rychlost
reakce pfi jednotlivych koncentracich FDG vztazenou na 1 mg enzymu (podil smérnice v
nmol/l.s a koncentrace enzymu (findlni koncentrace po smichani v mg/l) se rovna reakéni
rychlosti v nmol/s.mg)

Nasledné vypocitejte 1/crpc a 1/vo které pouZijte jako hodnoty x a y resp. pro linearizaci podle
Lineweavera-Burka a ziskany graf vloZte pod tabulku (vysledkem by méla byt linedrni zavislost,
na ose x hodnoty 1/crpga na ose y 1/vo)



Crog: konc. FDG | Smérnice Vo: Rychlost | 1/cepe 1/vo
v reakéni smési | (nmol/l.s) reakce
(LM) (nmol/s.mg)
100
60
30
15
7,5

Graf linearizace dle Lineweavera-Burka:

13. Hodnota smérnice pfimky odpovidd Km/Vim a Usek 1/Vim . Vypolitejte Km a Vim reakce a
hodnoty zapiste do tabulky

Km
Vlim




