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Abstract

In his contribution a comparison of catecholase activity of recently synthesized mono- and
binuclear copper(ll) complexes towards selected substrates (3,5-DTBC and neurotransmitters)
is presented. The Michaelis-Menten kinetics model was applied for such description. Besides a
finding of comparable catalytic activity for the copper complexes tested, the measurements
have been performed in methanol as well as in phosphate buffer pH 7 where the measurements
can be compared with enzyme tyrosinase.
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Uvod

Pfiprava a charakterizace umélych enzymu jsou v popiedi z4jmu v oblasti katalyzy. Jejich
mozné vyuziti je zkoumano jak v reakcich pii syntéze tak i v elektroanalyze 1. Vétsinou se
jednd o jedno nebo vicejaderné komplexy médi. Jednim z celé tfady ptikladid je zapojeni
komplexti médi coby néhtrady enzymu tyrosindza, ktery Ize s ispéchem vyuzit v biosenzorech
slouzich ke stanoveni obsahu polyfenolyckych resp. biologicky aktivnich latek (napf.
neurotransmiter®) . Nicméné stabilita biosenzoru obsahujiciho enzym tyrosinaza je bohuzel
omezena pouze na nékolik tydnii v zavislosti na jeho konstrukci a skladovani 4°. To je jednim
z divodd, pro¢ je cast vyzkumu vénovana syntéze biomimetickych katalyzatord, tedy
pfedev§im komplexi médi s cilem napodobit chovani tyrosindzy. Nové syntetizované
komplexy jsou sice pfislibem v této oblasti, avSak jejich problémem je nizka rozpustnost a tak
se cela fada méfeni popisujici katecholdzovou aktivitu piisluSného komplexu odehrava v
prostiedi methanolu ¢i jiného nevodného rozpoustédla a jako modelovy substrat je obvykle
pouzit 3,5-di-terc-butylkatechol (3,5-DTBC) za tvorby definovaného produktu 3,5-di-terc-
butylchinonu s charakteristickym absorpénim maximem v UV-VIS (400 nm) 7. Tyto podminky
jsou vSak obtizn¢ srovnatelné s tyrosindzou katalyzovanou pfeménou substratu, kterd probiha
vyhradné ve vodném prostiedi. Navic produktem tyrosindzou katalyzované oxidace celé fady
substrati mj. neurotransmiterti je sice pfisluSny chinon avSak ten podléha nasledné reakci v
podobé tvorby polymeru 8. Relativni porovnani p¥ipravenych katalyzatord, v ramci jejich
charakterizace, nabizi parametry, které jsou typické pro popis enzymem katalyzovanych reakci.
Tedy srovnani pomoci parametrii modelu Michaelis-Mentenové. K tomuto popisu se nejcastéji
pouziva UV-VIS spektrofotometrie, ale 1ze s uspéchem vyuzit i elektrochemickych technik
napi. amperometrie.V tomto piispévku je dale uvedeno, diskutovano porovnani katalytické
aktivity jedno a dvoujadernych komplexid médi (viz. Obr.1) pro rizné substraty a rovnéz
s katalytickou aktivitou enzymu tyrosinaza.
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Obr. 1. Ptiklad struktur studovanych komplextt médi, K1 (vlevo) a K2 (vpravo).

Experimentalni ¢ast

Chemikalie

Dopamin, 3,5-di-terc-butylkatechol (3,5-DTBC), enzym tyrosinaza (EC 1.14.18.1 z (Agaricus
biosporus), a chloristan lithny byly ziskdny od Sigma-Aldrich (Praha, CR) stejné tak acetonitril
(kvalita pro HPLC). Deionizovana voda (odpor >18 MQcm) byla pfipravena z
demineralizované vody pomoci systému Milli-Q systému od firmy Merck Millipore
(Darmstadt, Némecko) soli pro ptipravu 0,1 M fosfatového pufru byly zakoupeny v Lach-Ner
s.r.o. (Neratovice, CR). Studované komplexy médi K1: [CuzL(OAc)2(H20)] (Cl04) s ligandem:
2,6-bis[(N-methyl piperazine-1-yl)methyl]-4-formyl phenol (HL) a K2: [Cu(ClO4)2(L2)] s
ligandem 1,2-(CsHsN-6-OCH3-2-CH=N),CH.CH, (HL2) byly syntetizovany na Ustavu
chemie a technologie makromolekularnich latek Univerzity Pardubice.

Instrumentace

Amperometrickd méteni byla provadéna v klasickém tfi-elektrodovém uspofadani, kde
pracovni elektrodou byl disk ze skelného uhliku (o priméru 3 mm), dale jako referentni byla
zvolena chlorido-stiibrna elektroda s 3 M KC1 (Pozn.: pro méfeni v bezvodém methanolu byla
pouzita kalomelova elektroda s miistkem) a jako pomocnd byl pouZzit platinovy pliSek.
Elektrody byly piipojeny k potenciostatu AUTOLAB PGSTAT101 of firmy Metrohm Ceska
republika s.r.0., s ovladanim prostiednictvim software NOVA 1.11.

Spektrofotometrické experimenty byly provadény na piistroji V2450 firmy Shirvnadzu (Kyoto,
Japonsko) v 1 cm kiemenné kyveté od firmy Fisher Scientific (Pardubice, CR) Vv rozmezi
vlnovych délek od 800 do 200 nm rychlosti 0.5 nm s,

Vysledky a diskuse

Katalyticka aktivita komplexit médi uvedenych na obrazku 1 byla studovana jak pomoci
amperometrie tak pro srovnani i pomoci spektrofotometrie a to pro rizné substraty: 3,5-DTBC
a dopamin. Kinetické parametry ziskané pomoci amperometrie ve vsadkovém uspotadani (kde
na pracovni elektrodé byla sledovana redukce ptislusného 0-chinonu, ktery vznikl katalytickou
pieménou substratu) odpovidaly hodnotdm ziskanym ze spektrofotometrickych méfeni.

Porovname-li hodnoty jednoho z kinetickych parametrii (Km) u obou studovanych komplext
s vyuzitim 3,5-DTBC jako substratu, dojdeme k hodnotam 0,22 mM vs 1,6 mM, kde nizsi
hodnota ziskana pro acetatovy komplex ukazuje na lepsi afinitu tohoto katalyzatoru k danému
substratu. Zaroven porovnanim struktur obou komplexti miizeme usoudit, ze svou roli zde hraje
rozdilné uspotadani z hlediska koordinace a také pritomnost druhého atomu meédi, navic



potifebujeme dvojnasobnou koncentraci komplexu K2, coz z n¢j €ini v tomto ptipadé€ ,,horsi*
katalyzator. Nutno podotknout, ze latka 3,5-DTBC neni rozpustna ve vodé, proto méfeni
probihalo v acetonitrilu. V tabulce | jsou uvedeny i dalsi kinetické parametry, napi. hodnoty
rychlostni konstanty Kcat, udavajici pocet molekul substratu preménénych jednou molekulou
komplexu/enzymu za jednotku ¢asu, kde jednojaderny komplex K2 neni vyznamné horsi. Navic
oba komplexy se li§i i v rozpustnosti, jednojaderny komplex je rozpustny ve vode¢, a lze tedy
provést méfeni ve fosfatovém pufru pH 7. Porovname-li dale hodnotu Kn, (2,1 mM) s hodnotou
tabelovanou pro enzym tyrosinza (0,84-1,1 mM) dostupnou v databazi BRENDA 8, pak
vidime, Ze tyto hodnoty jsou vesmés srovnatelné.

Tabulka 1. Hodnoty kinetickych parametrii popisujici katalytickou aktivitu komplext
K1 (150 uM) a K2 (300 uM) pro vybrané substraty.

K1 K2
SUbStrét Km [mM] Vmax [mAU S-l] Kcat [h_l] Km [mM] Vmax [mAU S-l] Kcat [h_l]
3,5-DTBC 0,22 1,62 38,8 1,6 1,78 20,3
Dopamin 0,73 1,129 - 2,1° 0,19° -

Pozn.: ® Vimax [LM s7'], v prostiedi acetonitrilu; ® v prosttedi 0,1 M fosfatového pufru

Zavér
Tento piispévek nabizi srovnani katalytické aktivity studovanych komplext médi v porovnani
s enzymem tyrosinazou.
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