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Anotace

Tato bakalatska prace je zaméfena na umelé enzymy. Umélé enzymy jsou v této praci rozdéleny
podle struktury do ¢tyt skupin. Kazdé skupina je popsana a doplnéna piiklady. Dalsi ¢asti prace
se zabyvaji biosenzory a moznostmi zakotveni enzymu nebo umélého enzymu na elektrodovy
povrch. Posledni ¢éast prace uvadi nékolik publikovanych senzorti na bazi umélych oxidaz

a jejich vysledky pfii stanoveni vybranych fenolickych latek.
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Artificial enzymes
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This bachelor thesis is focused on artificial enzymes. Artificial enzymes are divided into four
groups according to the structure in this thesis. Each group is described and examples are given
here. The next part of this thesis deals with biosensors and shows the possibility of electrode
surface modification by an enzyme or artificial enzyme. There are several published sensors
based on artificial oxidases in the final part of the thesis. In this part results in the determination

of selected phenolic compounds by these sensors are also shown.
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Uvod

Chemické reakce se v zivych systémech malokdy obejdou bez ptitomnosti katalyzatoru.
Tyto katalyzatory jsou specifické bilkovinné makromolekuly s vysokou u€innosti, nazyvané
enzymy. Kazda bunka obsahuje v priméru vice nez 3000 enzyma ovliviujici jeji reakce.
Enzymy kazdého biologického druhu jsou odlisné (druhové specifita), a tak se celkovy pocet
téchto biokatalyzatorti odhaduje na miliardy. Své jméno ziskaly enzymy roku 1878 pretvoienim
feckého vyrazu "en zyme" znamenajiciho "v kvasnicich". Studium enzymu a objevy v této
oblasti vedly az ke vzniku samostatného oboru zvané¢ho enzymologie. S objevenim unikétnich
katalytickych vlastnosti enzymu vznikla i lakava myslenka tykajici se vyuziti téchto vlastnosti
v béznych procesech. Ptirodni enzymy vSak maji nevyhody, které jejich vyuziti ve velkém
méfitku znemoznuji. Mezi tyto nevyhody patii predev§im slozita izolace, vysoké pofizovaci
naklady, snadna denaturace a slozita recyklace. I pfes tyto nevyhody jsou piirodni enzymy
v nékterych piipadech nezastupitelné, atak se vyuzivaji naptiklad v biomediciné, chemii

zivotniho prostiedi a potravinatstvi [1].

Katalytické vlastnosti pfirodnich enzymt byly natolik zajimavé a vyhodné, ze vedly
k vyvoji asyntéze novych molekul. Tyto molekuly maji katalytické¢ vlastnosti podobné
pfirodnim enzymutim, ale nejsou tak ndchylné k podminkém a jsou snadnéji dostupné. Tato nova

skupina molekul se nazyva umélé enzymy.
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1 Enzymy

1.1 Vlastnosti

Ve srovnani s dneSnimi synteticky vyrobenymi katalyzatory jsou ptirodni enzymy v mnoha

smérech katalyzatory dokonalejSimi. Jejich vyhody Ize shrnout nasledovné:

e Utinnost
Jedna molekula enzymu je schopna pfeménit az 5.10* molekul substritu za sekundu.
Rychlost reakci katalyzovanych enzymem tedy o n¢kolik fada pievysuje rychlost reakci
katalyzovanych syntetickymi katalyzatory. Uginnost je ovem zavisld na okolnich
podminkach.

e Specifita
Enzymy se podili pouze na specifickém typu reakce se specifickym substratem. Lze tedy
fici, ze maji i€inkovou a substratovou specifitu.

e  Mirné podminky
Optimalni podminky pro reakce s enzymy jsou v rozmezi teplot 20—40 °C, tlaku 100 kPa
a pH v okoli neutralni oblasti. Lze ovSem najit 1 vyjimky, napiiklad termofilni bakterie,
jejichz enzymy odolavaji i teplotdm kolem 90 °C, pepsin, ktery ma nejvyssi aktivitu pfi
pH 2, nebo arginaza, ktera vykazuje nejvyssi aktivitu pii pH 10.

¢ Regulovatelnost téinku

e Netoxicnost

Nevyhody enzymi pro praktické vyuziti jiz byly popsany v tvodu [1-3].

1.2 Nazvoslovi enzymii

Z pocatku se enzymim vymyslely trividlni nazvy, které obvykle koncily koncovkou -in,
tedy naptiklad pepsin a trypsin. Nékteré¢ z téchto trividlnich nazvi se pouzivaji dodnes.
Nasledoval systém pojmenovani podle substratu, ktery dany enzym preménuje, plus koncovka
-aza, (napf. amylaza, lipaza), nebo jako druha varianta druh katalyzované reakce plus koncovka
-4za (napf. hydroldza, transaminaza). S rostoucim poctem enzymil vSak bylo tfeba vytvofit
systematické ndzvoslovi pro pojmenovéani enzymil, proto vroce 1961 Mezindrodni unie
biochemie provedla CasteCnou tUpravu trividlnich nazvii a vytvofila systémové rozd€leni
enzymu do Sesti skupin, ze kterych vyplyva systematické nadzvoslovi. Toto ndzvoslovi udava
v nazvu enzymu substrat, spolecné s typem katalyzované reakce a koncovkou -4za. (napf.

alkoholdehydrogenaza) [1].
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1.3 Kilasifikace enzymii

Diky rozdé€leni enzymt do tfid, podtfid a skupin je mozné enzymu pftitfadit Ctyfmistny
kod v klasifikaci EC (Enzyme Commision). Na prvnim misté tohoto kodu je ¢islo hlavni tridy,
na druhém misté€ je ¢islo podtiidy, na tfetim misté je Cislo skupiny a na poslednim ¢tvrtém misté

je ¢islo enzymu v dané skupiné (obrazek 1).

EC. 1. 1.1.27

|

cislo v dane skupiné
skupina

v Dodtiida

hlawni tFida

Obrazek 1: Princip oznacovani enzymi kodem (vytvoreno, zdroj informaci [1])

Podle typu katalyzované reakce lze enzymy rozdélit do Sesti nésledujicich skupin.

1.3.1 Oxidoreduktazy

Oxidoreduktdzy jsou povahou slozené bilkoviny, které katalyzuji intermolekulové
oxidacné redukéni reakce. Délime je podle zplsobu, jak tyto intermolekulové oxidacéné
redukéni reakce uskuteciiuji. Dehydrogenazy nebo transhydrogenazy realizuji presun atomi
vodiku, transelektronazy realizuji pfesun elektronti a oxygenazy vestavuji atom kysliku do
molekuly substratu. Dale se d€li na podtiidy podle funkénich skupin, které jsou donory
elektroni nebo vodiku. Zastoupenim jsou oxidoreduktdzy jednou z nejpocetnéjSich skupin
enzymu. Piikladem reakce katalyzované oxidoreduktazou je vratnd dehydrogenace laktatu na

pyruvat pomoci laktatdehydrogenazy [1,2].

1.3.2 Transferazy

Transferazy jsou slozené bilkoviny podilejici se na pfenosu skupin methyl, amino,
zbytek glukdzy atd. v aktivované formé z jejich donoru na akceptor. Casto pienasenou
skupinou jsou také fosfaty. Enzymy realizujici tento pienos se nazyvaji kinazy. Transferazy se
rozdéluji na podtiidy podle charakteru ptrendsenych skupin. Piikladem reakce katalyzované
transferdzou je prfenos aminoskupiny zaminokyseliny na oxokyselinu pomoci

aminotransferazy [1,3].
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1.3.3 Hydrolazy

Hydroléazy jsou ve vétsin¢ ptipada jednoduché bilkoviny, které hydrolyticky $tépi vazby
vzniklé kondenzaci (napt. vazby peptidové, glykosidové, esterové). Rozd€luji se na podtiidy
podle typu Stépenych vazeb. Hydrolazy jsou skupinou nejdéle zndmych enzymii a maji ¢asto
puvodni nesystematické nazvy. Piikladem reakce katalyzované hydrolazou je Stépeni

polypeptidu pomoci proteazy [1,2,4].

1.3.4 Lyazy

Lyazy jsou slozené bilkoviny katalyzujici nehydrolitické §tépeni a vznik energeticky
nenaroc¢nych vazeb C-C, C-O, C-N. Principem téchto reakci je St€peni nebo vneseni malé
molekuly, jako je voda, oxid uhli¢ity, amoniak a dal§i, do substratu bez pomoci dalSiho
reaktantu. Lyazy patfi mezi malo pocetné skupiny enzymu. Trividln€ je oznacujeme jako
synthdzy. Na podtiidy se rozd€luji podle typu Stépenych nebo synthetisovanych vazeb.
Ptikladem reakce katalyzované lyazou (pyruvatdekarboxylazou) je odstépeni CO> z pyruvatu

za vzniku acetaldehydu [1].

1.3.5 Izomerazy

Izomerazy jsou ve vétsing ptipadl jednoduché bilkoviny katalyzujici intramolekuldrni
presuny atomil a skupin, které vedou ke vzniku izomert. Jejich zastoupeni je oproti ostatnim
skupindm minimalni. Rozd€luji se na podtiidy podle typu izomerie. Piikladem reakce
katalyzované izomerdzou (triozafosfatizomerdzou) je vytvofeni rovnovdhy mezi

glyceraldehyd-3-fosfatem a dihydroxyacetonfosfatem [1].

1.3.6 Ligazy

Ligazy jsou slozené bilkoviny katalyzujici vznik energeticky naro¢nych vazeb za
soucasného rozkladu latky poskytujici velké mnozstvi energie, napi. ATP. Stejné jako
izomerazy jsou malo pocetnou skupinou. Trividln€ se pro né pouZzivd oznaCeni synthetdza
arozdeluji se podle typu vytvatenych vazeb. Prikladem reakce katalyzované ligazou

(pyruvatdekarboxylazou) je zabudovani CO> do pyruvatu za vzniku oxalacetatu [1].
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1.4 Struktura enzymu

1.4.1 Obecna struktura
Enzym je jednoducha nebo cCastéji slozend bilkovina (60-70%), vyjimku tvoii pouze

RNA molekuly, které mohou byt také vysoce aktivnimi enzymy.

Slozeny enzym se sklada ze dvou casti, a to bilkovinné a nebilkovinné. Bilkovinna ¢ast
slozen¢ho enzymu ma stejnou strukturu jako jiné typy bilkovin. Nizkomolekulova nebilkovinna
¢ast slozené¢ho enzymu se nazyva kofaktor. Kofaktor je oproti enzymovym bilkovindm staly pti
zahfivani a v enzymu plni funkci pfenasece skupin jednotlivych atomii nebo elektronii. Pokud
je venzymu kofaktor vazan na bilkovinnou ¢ast pevné, je nazyvan prostetickd skupina,
v ptipadé, ze je kofaktor vazan na bilkovinnou ¢ast volné a mize se od ni oddélit, nazyvame jej
koenzym. Kofaktory jsou latky riizné chemické povahy obsahujici obvykle heterocyklus. Tento
heterocyklus slouzi jako reaktivni nebo rozpoznavaci ¢ast enzymu. Mnohé kofaktory maji
blizky vztah k vitaminim rozpustnym ve vod¢ a obsahuji zbytek kyseliny fosforecné.

Kofaktory se fadi do skupin podle funkci, nikoli podle struktury.

Skupinu enzymt majicich ve svych strukturach kovové ionty nazyvame metaloenzymy.
Nejcast&jsi kovové ionty vyskytujici se v enzymech jsou Zn** (alkoholdehydrogenaza), Mg**
(fosfataza), Mn?* (hexokianaza), Fe?"; Fe’" (cytochromy), Cu?" (tyrosiniza), K*
(pyruvatkinaza) a Na" (ATPaza). Kovové ionty jsou v nékterych piipadech soudasti aktivnich
center, mohou ale slouzit také jako mistky pro vazbu substratu nebo jako prvek stabilizujici

strukturu enzymu [1,2,4,5].

1.4.2 Aktivni centra a dalSi kliCové oblasti enzymu

Aktivni centrum (aktivni misto) je mald Cast enzymu, na které probiha samotna
enzymova reakce. Je to oblast odpovédna za vazbu substratu a v ptipad¢ slozenych bilkovin
1 kofaktoru. V tomto misté nalezneme pifesn¢ rozmisténé funkéni skupiny, které jsou soucasti
postrannich fetézcli aminokyselinovych zbytki na polypeptidovém fetézci. Diky specifickému
svinuti polypeptidového fetézce se funkeni skupiny dostanou do bezprostiedni blizkosti. Mezi
skupiny tvorici aktivni centrum enzymu patii katalyticky aktivni skupiny tvofici katalytické
centrum, skupiny schopné vazat substrat tvofici vazebné centrum a skupiny podilejici se na

tvorb& vhodného prostiedi, véetné tvorby vhodné prostorové struktury.

Enzymy povahy slozenych bilkovin maji kromé aktivniho centra jesté druhou vazebnou

oblast. Tato vazebnd oblast, se nachazi v blizkosti vazebného centra pro substrat a zajistuje
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navazani koenzymu. Samotnd enzymova rekce probihd mezi vdzanym substratem a vazanym

koenzymem, ktery se v tomto pfipadé oznacuje jako kosubstrat.

Dalsi dilezité misto na molekule enzymu je stabiliza¢ni (aktivac¢ni) misto. Na toto misto
se vazi rizné molekuly nebo ionty ovlivilyjici katalytickou funkci enzymu. Napiiklad ionty
kovi se u nékterych enzymu podili na stabilizaci struktury nebo jeji zmén€ podmiiiujici nebo

usnadiujici aktivitu enzymu.

Poslednim z mist ovliviiujicich enzym je alosterické centrum u oligomernich enzymi
vyskytujicich se na diilezitych mistech metabolickych drah. Na alosterické centrum se vaze
alostericky efektor, coz je latka, ktera dokaze vyvolat malé konformacni zmény v molekule

enzymu, a tim méni jeji aktivitu [1,2,5].

1.5 Kinetika enzymovych reakci

Nejjednodussi enzymové reakce preménuji jeden substrat za vzniku jednoho produktu,
takové reakce nazyvame jednosubstratové. Zastoupeni jednosubstratovych reakei je stejné jako
ttisubstratovych, ptipadné vicesubstratovych malé, nejcastéjsi jsou dvousubstratové reakce.
Michaelis a Mentenova se zabyvali kinetikou enzymovych reakci a navrhli mechanismus pro
jednosubstratové reakce, ktery vychazel zptedstavy, ze meziproduktem jednosubstratové

reakce je komplex enzym-substrat (obrazek 2) [1,3].

kg' k?
Enzym + Substrat ﬁ Enzym-Substrat ———= Enzym + Produkt
k.4

Obrazek 2: Schéma jednosubstratové enzymové reakce podle Michaelise a Mentenové (pievzato, [3])

Saturacni kiivka (obrazek 3) zobrazuje zavislost rychlosti enzymové katalyzované
reakce (v) na koncentraci substratu ([S]). Z této kiivky se daji odecist parametry jako
Michaelisova konstanta (Kwm) nebo mezni rychlost (Vmax), které nalezneme v odvozené rovnici

Michaelise a Mentenové.

Rovnice Michaelise a Mentenové:

v Vmax * [S]
Ky +[S]
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VMA}( B e e e e
Vv
' Vivax
T2
0 - v
Ky [S]

Obrazek 3: Saturaéni kiivka (vytvoteno, zdroj informaci [3])

Michaelisova konstanta je konstanta nezavisla na koncentraci enzymu, zato je zavisla
na prostiedi (pH, teplota, pfitomnost efektorti'), a proto je pii jejim stanovovani nutné udat také
podminky méfeni. Konstanta charakterizuje katalytické vlastnosti enzymu k pfislusnému
substratu, ¢im je konstanta niz$i, tim je afinita k substratu vyssi. Obvyklé hodnoty Km se

pohybuji v rozmezi 10! az 10"° mol.dm™ [1].

Dtlezitost parametru mezni rychlosti Vmax souvisi s jejim vztahem k rychlostni
konstanté kea, ktera udava molekulovou/molarni aktivitu enzymu. Pfi nasyceni enzymu

substratem zavisi rychlost reakce pouze na koncentraci enzymu:

v = Vmax = Keat * [Eo]

Kromé¢ urceni parametrit Km a Vmax ze saturaéni kiivky lze pouzit dalsi metody pro

stanoveni téchto parametrl jako metodu Lineweaver-Burk a metodu Eadie-Hofstee [1,6].

V piipad¢ vztahu Lineweaver-Burk se jedna o pfetransformovanou rovnici Michaelise

a Mentenové do dvojnasobné reciprokého linearniho tvaru:

1 Ky 1

"~ Vmax  Vmax [S]

1
%

Grafické zndzornéni je na obrazku 4 a).

! Efektor nebo také modifikator je latka pozitivné nebo negativné ovliviujici aktivitu enzymu. Pozitivni efektory
se nazyvaji aktivatory, negativni inhibitory [1].
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V ptipad¢ vztahu Eadie-Hofstee se opét jednd o linearni rovnici ve tvaru:

\Y%
V=Vmax — Km "t

[S]

Grafické znézornéni je na obrazku 4 b).

a) b)
Vmax
—
. v sklon = — Ky
Vi \
T_ 1 1
Ky [5] 8]

Obrazek 4: Grafické metody pro stanoveni Ky a Vmax pomoci metody Lineweaver-Burk a Eadie-Hofstee
(upraveno, [7])

Enzymovou reakci pro dany substrat tedy mizeme popsat hned nékolika parametry [1,6,8]:

e Michaelisova konstanta Ky v [mol.dm™] nebo [M].

e Mezni rychlost Vmax [M.s™'].

e Molekulova/molarni aktivita enzymu (&islo pfemény) kea v [s!] vyjadiuje pocet
molekul/molii substratu preménénych molekulou/molem enzymu za sekundu.

e Katalytickd efektivita enzymu kea/Km [s'.M7!] je ¢asto udavana hodnota pro

porovnavani enzymu.
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2 Umélé enzymy

Umeélé enzymy jsou v této kapitole rozdéleny do skupin podle struktury na:

e  Umélé enzymy na bazi polymert
e Umélé enzymy na bazi proteinti
e Um¢lé enzymy na bazi protilatek

e Um¢lé metaloenzymy

2.1 Umélé enzymy na bazi polymeri
Obecné je tieba pii konstrukci enzymu postupovat ve dvou krocich. V prvnim kroku je
tteba najit vhodnou makromolekulu (polymer) a vytvofit na ni vazebna mista, v druhém kroku

je tfeba na makromolekulu zavést skupiny souvisejici se samotnou katalyzou [9].

Polymery s enzymovou aktivitou lze rozdélit do dvou skupin, ato na homogenni

polymery a heterogenni polymery.

2.1.1 Homogenni polymery s enzymovou aktivitou

Vychozim bodem pro vybér polymeru, ktery ma v umélém enzymu funkci kostry, byl
albumin. Albumin je neenzymaticky protein se silnou afinitou k malym molekuldm rGzné
struktury. Béhem nékolika desetileti bylo vyzkouseno mnoho ve vod¢ rozpustnych polymert
a nakonec byl nalezen polyethylenimin (PEI). Strukturni vzorec PEI je na obrazku 5 a)
a rozvétvena struktura na obrazku 5 b). Pfiblizné 25 % dusikl ve struktufe PEI jsou primarni
aminy, coz jsou skupiny vhodné pro ptipojeni nepolarnich skupin. Pfipravené derivaty PEI maji
pozoruhodné vazebné vlastnosti, které dokonce pfed¢i vazebné vlastnosti sérového

albuminu [9,10].

H,N—(CH,CH,NH) —(CH,CH,N) ——(CH,CH,NH) —

a) b)

Obrazek 5: a) strukturni vzorec PEI; b) rozvétvena struktura PEI (ptevzato, [9])

Do struktury vybraného polymeru se zavadi katalyticka skupina. Prvnim zplisobem je

zavedeni nukleofilu. Pfikladem je imidazolova skupina, kterd se uplatnuje pii hydrolyze
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nitrofenolovych esteri. Vytvotfeny polyethyleniminovy polymer nesouci 10 % dodecylovych
skupin a 15 % methylenimidazolovych skupin hydrolyzuje nitrofenolové estery
(k = 2700 M"'.min"). Tento polymer m4 pfi reakci podstatné vétsi katalytickou u¢innost nez
samotny imidazol (k=10 M"'.min'), ale men$i ve srovnani s a-chymotrypsinem
(k = 10000 M-'.min™"). Dalsi pouzivané nukleofily jsou skupiny aktivni p¥i pienosu acylové
skupiny nitrofenolovych esteri na nukleofil (hydroxamat, merkaptan, aldoxim, triazin).

Dimethylaminopyridiny vazané na polymer funguji jako katalyzatory solvolyzy estert.

Dalsi zptsob ptipravy polymert s aktivitou enzymu je vytvoieni aktivniho mista s vice
katalytickymi skupinami, které jsou v tésné blizkosti. Ptikladem pfirodnich enzymu timto
typem aktivniho centra jsou protedzy. Prvni pfipraveny polymer s aktivitou protedzy byl
polyethylenimin se tiemi salicilatovymi zbytky v bezprostedni blizkosti. Schéma piipravy je
na obrazku 6. Tti molekuly 4-bromacetylsalicilatu jsou navazany na iont Fe(III), komplex je
poté zesitén pomoci reakce salicylatii a aminoskupin na PEIL Po odstranéni Fe(III) iontu pomoci
kyseliny ziskdme vysledny polyethylenimin se tfemi salicildtovymi zbytky v bezprostiedni
blizkosti. Proteolyticka aktivita tohoto komplexu byla vyssi v porovnani s komplexem, na ktery

byly salicylaty zavedeny nahodné [9,11,12].

Obrazek 6: Schéma piipravy umélé proteazy (prevzato, [9])

Dalsi polymery s aktivitou enzymu jsou PEI s adukty, které se samy sestavuji do
katalytickych skupin. Kovové ionty se podileji na katalytickém plsobeni mnoha enzymi,
napiiklad také pfi hydrolyze DNA a RNA. 2-hydroxypropyl-p-nitrofosfat (HPNPP) je latka
pouzivana jako aktivovany analog RNA. Transesterifikace HPNPP je katalyzovana dvéma nebo
vice kovovymi ionty pusobicimi spole¢né. Pro transesterifikaci HPNPP byly konstruovany jako
katalyzatory komplexy kovt, katalyticky efektivnéjsi se vSak ukazaly syntetické polymery
ziskané ndhodnym pfipojenim laurylovych skupin a komplext Ni(Il) terpyridinu (TP) k PEIL

Takovy polymer je na obrazku 7 vlevo. Na pravé strané obrazku 7 je pak struktura, ktera se
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samovolné tvoii ve vodé. Laurylové a Ni(II)TP zbytky v této struktufe tvoii hydrofobni shluky.
Tyto shluky slouZzi jako aktivni misto, jehoz katalytick4 aktivita je zplisobena dvéma nebo vice
sousedicimi kovovymi ionty. Struktura aktivniho mista z4visi na obsahu laurylovych a Ni(I[)TP
zbytkl. Pii transesterifikaci HPNPP se pravdépodobné vyuziva pravé téchto aktivnich mist

s kovovymi ionty [9].

Obrazek 7: Polymer PEI s pfipojenymi laurylovymi skupinami a komplexy Ni(II)TP (ptevzato, [9])

2.1.2 Heterogenni polymery s enzymovou aktivitou

Jednou ze skupin heterogennich polymerti s enzymovou aktivitou jsou polymery
s ndhodné rozmisténymi katalytickymi adukty. Pro tento druh katalyzatorG se pouZzivaji
rozvétvené nerozpustné polymery. Polymer s protedzovou aktivitou byl pfipraven napiiklad
nahodnym pfipojenim imidazolu na poly(chlormethylstyren-co-divinylbenzen) (PCD).
Nejlepsi hydrolytickou aktivitu pro albumin pii pH 7-9 mél katalyzator s obsahem
22 molérnich % imidazolu vazaného na PCD ptes C2 uhlik. Pti sniZzeni poc¢tu imidazolovych
skupin doslo ke zhorSeni katalytické aktivity, coz ukazuje, Ze aktivni misto polymeru je tvofeno
dvéma nebo vice imidazolovymi skupinami. Dalsi katalyzator s protedzovou aktivitou byl
vytvofen zavedenim aldehydovych skupin na silikagel. Tento katalyzator vykazoval
katalytickou aktivitu pro albumin a c-globulin. Proteolytickou aktivitu vykazoval i silikagel
pokryty rliznymi organickymi skupinami (karboxy, hydroxy, fenolické, imidazolové, merkapto
skupiny). Silikagel pokryty histidiny a aldehydy poskytl nejlepsi proteolyticky ucinek
(polocas 50 min pii pH 6-9 a 25,8 °C), krom¢ toho m¢l i Sirokou substratovou specifitu

(albumin, ovalbumin, hemoglobin, c-globulin) [9,13].
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Podobné jako na homogenni polymery se i na heterogenni polymery zavadi katalytické
skupiny, které jsou v tésné blizkosti. Jednim z takovych polymert je poly(aminomethylstyren-
co-divinylbenzen) (PAD). Na tento polymer je mozné stejnym zptusobem jako na PEI zavést

3 salicylové skupiny. Vysledny polymer hydrolyzuje albumin (pti pH 3).

Césteéné chlormethylovany zesitény polystyren (PCPS) modifikovany katalytickou
skupinou s kovovym iontem je na obrazku 8 vlevo. Princip fungovéni tohoto katalytického
mista je na obrazku 8 vpravo. Diky struktute katalytického mista tento polymerni katalyzator

na substratu hydrolyzuje pouze amidové vazby, které sousedi s karboxylovou skupinou.

Obrazek 8: PCPS modifikovany katalytickou skupinou s kovovym iontem (pievzato, [9])

Dalsi skupinou heterogennich katalytickych polymert jsou polymery s aktivitou
nukledz. Nejznaméjsi syntetické katalyzatory pro hydrolyzu DNA jsou komplexy kovii. Jednim
z nejucinngjSich komplexi s hydrolytickou aktivitou je Co(IIl) cyklen. Po piipojeni Co(III)
cyklenu k PCD (obrazek 9) se ukéazalo, Ze je tento polymer 200 krat katalyticky uc¢inné;si pfi
Stépeni dvousroubovicové DNA nez samotny Co(IlI) cyklen [9,13].

L e

o
LN+ N

_~OH,

\ ] %‘%“OHE
NH

Obrazek 9: Co(III) cyklen vazany na PCD (pfevzato, [9])
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2.2 Umélé enzymy na bazi proteini

Polypeptidy jsou logickou volbou pro konstrukci umélych enzymii. Zakladem pro tvorbu
umélého enzymu je bud’ protein s katalytickou aktivitou, nebo protein bez katalytické aktivity.
Samotna pfiprava umélého enzymu spociva v chemické modifikaci proteinu nebo v mistné

cilené mutagenezi proteinu spojené s chemickou modifikaci [9,14].

2.2.1 Modifikace proteinti s enzymovou aktivitou

Prvni chemicky modifikovany protein vznikl uz v roce 1985, kdy se Kaiserovi podaftilo
kovalentné navazat flavin na papain, a tak se zménila protedza na novy enzym s aktivitou oxido-
reduktdzy. Modifikaci enzyml pomoci rtznych cCinidel lze dosdhnout zmén reaktivity,
selektivity, tepelné stability a dalsi odolnosti (napt. pH). V nékterych ptipadech ma vsak tato
zmeéna vliv na aktivitu, naptiklad RNé4za modifikovana D-glukosaminem ma vyssi tepelnou

stabilitu, ale v porovnani s ptivodni RN4zou pfisla o 80 % aktivity.

Prvni polosyntetické enzymy schopné katalyzy tvorby vazby C-C vznikly také
modifikaci enzymu. Zakladem enzymu je papain, jehoz cysteinova skupina byla modifikovana
analogem thiazolia. Thiazolopapainy jsou umélé enzymy katalyzujici dekarboxylaci kyseliny

pyrohroznov¢ a také tvorbu vazby C-C na 6-oxoheptanalu.

Mistné cilena mutageneze spojend s chemickou modifikaci je druhou metodou, kterou
1ze upravit enzym. Zavedeni funkéni skupiny do molekuly proteinu mistné cilenou mutagenezi
je velice vyhodny zptisob, jak ziskat dobfe modifikovatelny enzym. Piikladem je mutageneze
a chemickd modifikace subtilisinu izolovaného z Bacillus lentus (SBL). Mistné¢ cilenou
mutagenezi se dosdhne produkce SBL s cysteinovym zbytkem v aktivnim misté. Thiolova
skupina cysteinu reaguje s rizné¢ substituovanym methanthiosulfondtem za vzniku CMM

(chemicky modifikovaného mutantu) s navazanou -R skupinou (obrazek 10) [15,16].

G~ - H,c_%_p G
1

R= 8 SChH @ S{CH)CHy | SCHCeHs
b S-CHCHs f  S<{CHa)sCHs ] SCHCH,SOy
¢ S-CHCH(CHs)2 @ SH{CHp)sCHs k S-CHCHzNHy
d SCHC(CHsh  h S-CHzc-CaMiy

Obrazek 10: Schéma chemické modifikace subtilisinu s thiolovou skupinou pomoci R-substituovaného
methanthiosulfonatu (ptevzato; [17])
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Tento ptistup byl pouzit také pro glukoamylazu. Mistné cilenou mutagenezi se na enzym
zavedl cystein, ktery byl poté oxidovan na cystein-sulfinovou kyselinu. kea/Km vzrostl po

modifikaci pro hydrolyzu maltézy 1,8 krat [15].

2.2.2 Modifikace proteintii bez enzymové aktivity

Umélé nukleazy zaloZené na DNA vazebnych proteinech

Stejné jako u modifikace katalyticky aktivnich proteinti se pii mutagenezi zavede na
urCené misto v proteinové struktuie thiolova skupina, kterd je ndasledné chemicky
modifikovana. Takovym piikladem je ptiprava um¢lé nukleazy, pro kterou byl jako vychozi
protein pouzit Escherichia coli tryptofanovy represor (TrpR), coZ je protein, ktery se specificky
vaze na DNA. Na tomto represoru se lysinovda aminoskupina mutagenezi zmeénila na
cysteinovou skupinu. Thiolova skupina cysteinu pak reagovala s 5-(jodoacetamido)-1,10-
fenatrolinem. 1,10-fenatrolin (OP) méd’naty komplex je komplex Stépici fosfodiesterovou
vazbu nukleovych kyselin. Vznikly TrpR-OP byl koordinovan Cu(Il) ionty za vzniku komplexu
TrpR-OP-Cu(Il), coz je enzym, ktery se specificky vaze na DNA ama aktivitu nukledzy.

Schéma syntézy tohoto enzymu je obecn¢ znadzornéno na obrazku 11.

|/\(O

NH  Protein-SH

Obrazek 11: Obecné schéma tvorby umélych enzymii na bazi proteinu s pouzitim OP a kovovych iontd (pievzato;

[9D)

Pro tvorbu umélych nukledaz vySe zminénym zplsobem je mozné vyuzit idalsi
specificky se vazajici proteiny jako katabolicky aktivacni protein nebo Escherichia coli Fis
protein. Timto zpiisobem pfipravené nukledzy vyuZzivaji k efektivnimu Stépeni hydrolyticky
kov, ktery je diky vazbé protein-DNA v blizkosti fetézce DNA. Kromé OP véaze kovovy iont
dobte také cinidlo EDTA. Konjugaty Fe-EDTA proteinu jsou kromé $tépeni DNA a RNA
schopny $tépit 1 peptidovou vazbu [9,16,18].

25



Umélé enzymy na bazi dutych proteini vazajicich lipidy

Kostru téchto umélych enzymi tvofi duté proteiny vazajici lipidy, které se typicky
nachazeji v eukaryotickych buiikach. Struktura takového proteinu je na obrazku 12. Dutina

proteinu slouzi v umélém enzymu jako vazebné misto pro ligand.

Obrazek 12: Struktura dutého proteinu (ptevzato; [19])
Pro pfipravu umélého enzymu vyuzivajictho dutiny v proteinu byl vyuzit ALBP
(adipocytarni protein vazajici mastné kyseliny), ktery mé ve své struktuie cysteinovy zbytek.
Tento protein byl modifikovan TP-PX (pyridoxaminové ¢inidlo) ¢inidlem, které obsahuje

aktivovany disulfid (obrazek 13).

NH, NH;
S. OH S OH
= S % __S. .
| \ 3 | P Protein-SH Fretelr % | P
- N N

Obrazek 13: Schéma reakce TP-PX ¢inidla s proteinem obsahujicim thiolovou skupinu (ptevzato; [9])

Vznikly ALBP-PX reduktivné aminoval rtizné o-keto kyseliny na aminokyseliny
s 0-94 % ee. Proteinova dutina v tomto piipadé slouzi jako selektivni ¢ast enzymu, jelikoz
oproti volnému pyridoxaminu nedoslo k vyraznému zvyseni rychlosti. Pro srovnani byly na
rizné polohy IFABP (intestindlni protein vazajici mastné kyseliny) mutagenezi zavedeny
cysteinové zbytky, které poté reagovaly s Cinidlem TP-PX. IFABP-PX mély ve srovnani
s ALBP-PX rozdilné rychlosti, opacnou enantioselektivitu nebo jinou selektivitu. Z téchto
experimentll je jasné, Ze poloha kofaktoru hraje kliCovou roli pro vlastnosti enzymi.
K proteiniim ALBP a IFABP modifikovanym TP-PX ¢inidlem byly pfidany také kovové ionty
Zn(II), Cu(II), Ni(IT), Al(IIT). Pritomnost kovovych iontl se pozitivné nebo negativné projevila
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na rychlosti reakce a také vedla ke sniZeni enantioselektivity. Déle bylo vytvoteno pyridoxalové
¢inidlo modifikované lysinovym zbytkem (PX-K). Lysinovy zbytek umoziuje v reakénim
cyklu tvorbu Schiffovy baze aslouzi jako obecna kyselina nebo zéasada. Vznikly
IFABP-PX-K vykazoval v porovnani s holym pyridoxalfosfatem 4200 krat vyssi katalytickou

uéinnost.

Proteiny s dutinou byly pouzity také pro syntézu hydrolytickych enzymii. Ptikladem je
ALBP modifikovany OP a koordinovany Cu(Il). ALBP-OP-Cu(Il) hydrolyzoval za mirnych
podminek neaktivované estery aminokyselin. Rychlost hydrolyzy se zvySila na 32 az 280
nasobek v porovnani s hydrolyzou ve vodném pufrovaném roztoku, avSak v porovnani

s neenzymovym komplexem Cu(Il)bipyridinu byla kcat nizsi [9,16,20-22].
Umélé enzymy na bazi myoglobinu

Myoglobin je protein, na ktery se nekovalentn¢ vaze hem. Toto vazebné misto bylo
pouzito pro modifikaci jinymi ligandovymi systémy, napiiklad komplexy Mn(Ill) a Cr(III)
salofenti. Cr(III) salofen nekovalentné€ vazany na apo-myoglobin vykazoval Sestinasobné vyssi
sulfoxida¢ni aktivitu v porovnani s volnym Cr(IIl) salofenem. Na apo-myoglobin byl také
mutagenezi zaveden cysteinovy zbytek, ktery nasledné reagoval s Mn(Ill) salenem za vzniku
kovalentni vazby. Vysledny enzym mél nizkou sulfoxida¢ni aktivitu diky ukotveni salenu
v jednom misté, a tedy mozné existenci ligandu ve vice konformacich. Po ukotveni salenu na
dvou mistech doslo ke zvySeni rychlosti sulfoxidace thioanisolu a zvySeni enantioselektivity

z puvodnich 13 na 51 % ee [9].

Vyse uvedené ptiklady ukazuji, ze vétSina Cinidel pro modifikaci proteini vyuziva
thiolové skupiny piitomné v cysteinu. Existuje také alternativni pfistup, kterym lze nahradit
chemickou modifikaci. Tento pfistup spociva v Castecné proteolyze nebo chemickém Stépeni
proteinu, vnémz vzniknou fragmenty. Vybrany fragment je nahrazen modifikovanym

fragmentem a poté je protein znovu sestaven (rekonstituovan).

Obecné tyto umélé enzymy nedosahuji ucinnosti ptirodnich enzymd, avSak u nékterych
doslo k obdivuhodnému zvySeni rychlosti reakce. Spousta z vySe zminénych piistupii by se
neobesla bez pocitacového modelovani. Pocitaové modelovani je nepostradatelnym

pomocnikem pii tvorbé novych enzymu i pii interpretaci vysledki [9,16,23].
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2.3 Umélé enzymy na bazi protilatek

Imunitni systém savci ma jedineCnou schopnost tvofit vysoce afinitni receptorové
molekuly nazyvané protilatky. Této vlastnosti se vyuziva také pro tvorbu umélych enzymd.
Protilatka je v organismu vytvofena na zakladé haptenu, tedy malé molekuly, kterd je po
navazani na nosi¢ schopna vyvolat tvorbu protilatek. V této ¢asti jsou uvedeny umélé enzymy
vytvofené modifikaci protilatky a také umélé enzymy jako protilatky vytvorené na zaklade

analogu prechodného stavu dané reakce [24].
Umélé enzymy vytvorené modifikaci protilatek

Um¢ély enzym je mozné stejné jako u proteintl vytvotit chemickou modifikaci protilatky,

pfipadné kombinaci mutageneze a chemické modifikace protilatky.

Protilatka MOPC 315 vaze specificky substituované 2,4-dinitrofenoly s asociacni
konstantou 5.10* az 1.10° M. Chemickéa modifikace protilatky (obrazek 14 vlevo) spocivala
v zavedeni imidazolu prostfednictvim navazani histidinové skupiny na aktivni misto protilatky
disulfidickym mustkem. Vznikly umély enzym vykazoval hydrolytickou aktivitu pro estery

kumarinu, ktera byla 10° krat vy$si neZ u volného 4-methylimidazolu.

Imidazolova skupina byla do fragmentu MOPC 315 zavedena také mutagenezi
(obrazek 14 vpravo). V Escherichia coli byl vyprodukovan Vi fetézec, ve kterém byl
tyrosinovy zbytek (Y34) zaménén mutagenezi na histidin. Umély enzym (Fv fragment
protilatky — obrazek 15) byl zkonstruovéan rekonstituci Vu fetézce protilatky a VL fetézce
z Escherichia coli. Tento mutant katalyzoval hydrolyzu 7-hydroxykumarin estert
5-(2,4-dinitrofenyl)aminopentanové kyseliny 90000 krat rychleji nez 4-methylimidazol.
U protilatky vytvoifené mutagenezi doSlo k Sestnactindsobnému zvySeni rychlosti reakci

v porovnani s chemicky modifikovanou protilatkou [9,16].

N
U
N 8-S al%

Obrazek 14: Porovnani protilatky modifikované chemicky (vlevo) a protilatky modifikované mutagenezi
(vpravo) (ptfevzato; [9])
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Obrazek 15: Struktura protilatky (upraveno, [25])

Protilatky vytvorené na zakladé analogu prechodného stavu dané reakce

MozZnost vytvoteni katalytické protilatky na zékladé komplementarity s pfechodnym
stavem ptedpokladal uz v roce 1969 W. P. Jencks. U tohoto typu umélych enzymi je hapten
analog prfechodného stavu dané reakce. Katalyticky ucinek spociva ve zrychleni reakce tim, ze
se protilatka snazi, aby se navazané substraty podobaly pfechodnému stavu. Piikladem takové
reakce je Diels-Alderova cykloadice (obrazek 16), kde reaguje tetrachlorothiofendioxid
s N-ethylmaleiimidem. Piechodny stav reakce je uveden na obrazku v hranaté zévorce. Tato
reakce je katalyzovana protilatkou 1E9 vytvofenou na zéklad¢ analogu ptfechodného stavu,

haxachloronorbornenovém derivatu.

Timto zpisobem byly vytvofeny umélé enzymy pro katalyzu reakci, které zadné ptirodni

vvvvvv

O5g#0 8 Cl o

1E9 | CI cl s, C ox] ©
2 -
N-Ef ———— — N_El—h- Et

Crc ci c
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O
O “Et a ©

\
(o) (CH3)sCO5”

hexachloronorbornenovy derivat

Obrazek 16: Diels—Alderova reakce katalyzovana protilatkou 1E9 (upraveno; [9])
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2.4 Umélé metaloenzymy

Dalsi skupinou umélych enzyml jsou metaloenzymy, tedy enzymy, jejichz struktura
obsahuje kov. N¢kolik piikladit umélych enzymd, které maji ve své struktuie kov, jiz bylo
zminéno v ptredchozich kapitolach. Tato ¢ast se zamétuje na strategie pro tvorbu proteinovych

metaloenzym a také na kovové komplexy s aktivitou enzymu.

2.4.1 Proteinové metaloenzymy

Vypocetni design

Jednou z metod pouzivanych pro tvorbu umélych enzymt 1 umélych metaloenzymi je
vypocetni design. Proces tvorby takového umélého enzymu zahrnuje nékolik kroka
(obrazek 17). Prvnim krokem je konstrukce theozymu (teoretického enzymu), ktery je tvoren
na zakladé ptechodného stavu dané reakce metodami kvantové chemie. Theozym tvoii n€kolik
katalytickych skupin ve spravné geometrii, které se mohou nekovalentn¢ vazat prechodny stav.
Dalsim krokem je vyhledani spravného proteinu (pomoci databaze), do jehoz aktivniho centra
je mozné theozym umistit. Nasledn€ jsou mutacemi upraveny dalsi ¢asti aktivniho centra tak,
aby zlepsilo navazani prechodného stavu. Takovychto névrhl se tvoii velké mnozstvi, pro
samotny experiment jsou ale vybrany jen ty s nejlepSimi teoretickymi parametry. Tato metoda
umoziuje tvofit uplné nové enzymy na zéklad¢ znalosti reakce. Enzymy piipravené touto
metodou maji obvykle malou katalytickou aktivitu, 1ze je v§ak dale upravit naptiklad metodou

fizené evoluce [27-30].

prechodny stav theozym struktura theozymu optimalizace zbylych
umisténa ve vhodném postrannich fetézci v
proteinu aktivnim misté

Obrazek 17: Schéma vypocetniho designu pro tvorbu umelych enzymi (upraveno, [30])

Metoda Fizené evoluce

Metoda fizené evoluce mlze vyuzit jako vychozi bod jakoukoliv reakci, pro kterou ma
protein meéfitelnou aktivitu. Krom¢ parametrti (aktivita, stabilita, selektivita) pro hlavni

katalyzované reakce lze tedy upravit také parametry i pro vedlejsi katalyzované reakce, které
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maji obvykle nizkou aktivitu, rychlost a jiny substrat nez hlavni reakce. Vytvofi se tak novy

enzym specializovany na puvodné vedlejsi reakci.

Proces tizené evoluce je znazornén na obrazku 18. Gen z rodi¢ovského enzymu je
podroben ndhodné mutaci, ¢imz se vytvoii knihovna genti. Expresi mutantnich genti se ziskaji
proteiny, které jsou podrobeny screeningu na pozadovanou vlastnost. Pokud protein
pozadovanou vlastnost nema, je vytrazen. V piipadé, ze protein pozadovanou vlastnost ma, je

bud’ poslan do dalstho cyklu, aby se viastnosti jeSt¢ upravily, nebo uz je dovyvinut [23,27].
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Obrazek 18: Vyvoj nového enzymu pomoci fizené evoluce enzymu (upraveno, [23])

Ptikladem vyuziti této metody je uprava cytochromu P450 gms. Tento cytochrom
katalyzuje hydroxylaci dlouhych fetézc mastnych kyselin. Kratké fetézce tento metaloenzym
nerozpoznava. Rizenou evoluci byla nejprve zvysena aktivita enzymu a nasledné byla nékolika
cykly upravovana substratova specifita do té doby, nez bylo dosazeno délky rozpozndvaného

fetézce ethan, propan [23].

2.4.2 Kovové komplexy s aktivitou enzymu

DalSim druhem metaloenzymt jsou komplexni slouceniny. Tyto komplexy napodobuji
aktivni mista enzymti. Komplexy se skladaji ze dvou ¢asti, a to z jadra a ligandu/ligandt. Jadro
tvofi nejcastéji ionty prechodnych kovii nebo lanthanoidi. Komplex mize obsahovat jedno,
dvé, tii nebo Ctyfi jadra. Druhd ¢ést, tedy ligand/ligandy, jsou organické nebo anorganické
molekuly, které¢ koordinuji jadro, pfipadné jadra. Diky velké rozmanitosti ligandli je mozné
vytvofit Sirokou Skdlu komplexti s poZzadovanymi vlastnostmi. Ligandy meéni vlastnosti
komplext, jako je rychlost reakce, selektivita a stabilita v riznych roztocich (rozdilné pH,

teplota apolarita) adalsi. Nejznaméjsi ligandy jsou makrocyklické, bipyridinové,
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monodentatové a polydentatové. Ackoli se ligandy lisi ve struktuie, n€kolik pravidel musi vzdy
dodrZet, ato je vzdalenost jadra vcetné piisluSnych whla, geometrické struktury a tvary,
koordinacni ¢islo a poloha kolem iontu, pfipadné¢ iont. Vlastnosti komplexu vSak zalezi také
na kovovém iontu, pii syntéze komplext se shodnymi ligandy a odliSnymi kovovymi ionty

mély tyto komplexy vzajemné odlisné charakteristiky.

Ze vsech kovovych iontl vzbudila pro syntézu komplext s aktivitou enzymt nejvetsi
zdjem méd’, ato diky své vyssi aktivité v porovnani s ostatnimi ionty, nizké cen€, dobré
dostupnosti, koordina¢nimu stavu a aktivité¢ v mirnych podminkach. Zajem byl podpoien také

jejim pomérné astym vyskytem v ptirodnich enzymech [31].

2.4.3 Tyrosinaza a komplexy s aktivitou tyrosinazy
Tyrosinaza stejné jako katecholdza a hemocyaniny patii do skupiny enzymt s aktivnim
mistem typu 3 obsahujicim dva atomy Cu, pficemz je kazdy atom Cu obklopen tfemi

histidinovymi zbytky. Charakteristickym rysem téchto aktivnich mist je schopnost vazat O».

Tyrosinaza existuje ve Ctyfech oxida¢nich stavech aktivniho centra: met-tyrosinaza,
deoxy-trosindza, oxy-tyrosinaza a deact-tyrosinaza. V piirodé se bézn¢ vyskytuje met forma
enzymu. Deact-forma je inaktivni forma enzymu vznikajici zpracovanim katecholu nikoli
oxidaci, ale monooxygenaci. V tomto zpracovani dochazi k nevratné redukci jedné z médi na

Cu(0) a nasledné jejimu difundovani z aktivniho centra.

Tyrosinaza katalyzuje jednim mechanismem monooxygenaci fenolu na orto-chinon
(aktivita monooxygenazy) a druhym mechanismem oxidaci katecholu na orto-chinon (aktivita
katecholoxidazy). Priméarni funkci tyrosindzy je monooxygenace fenolu. Do této reakce
vstupuje fenol, ktery reaguje s oxy-tyrosindzou za vzniku orto-chinonu a deoxy-tyrosinazy
(obrazek 19). Vzniklad deoxy-tyrosinaza se oxiduje O> za vzniku oxy-tyrosinazy, a tak tato

reakce miize probihat do vycerpani fenolu nebo O, [32].

O,
N _ N HO N N 0 0
W, BT oy et O N | i
N“/_:CL"":M‘ [ _/‘.‘:CL:—;/'\J + / \ > ._:'_'fZ}IL,I' & -!-_ \ . + HO
N .© N — ¥ M= =
oxy-tyrosinaza deoxy-tyrosinaza R

Obrazek 19: Monooxygenace fenolu na orto-chinon pomoci oxy-tyrosinazy (upraveno, [32])
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Druhy mechanismus probiha ve dvou krocich (obrazek 20). Prvni krok je oxidace
katecholu oxy-tyrosindzou za vzniku orto-chinonu a met-tyrosinazy. Vznikla met-tyrosinaza je
v druhém kroku schopna oxidovat dal§i molekulu katecholu na orto-chinon. Deoxy-tyrosindza

vznikajici v druhém kroku je regenerovana O» stejn€ jako u monooxygenace fenola [32].
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Obrazek 20: Oxidace katecholu na orto-chinon pomoci oxy-tyrosinazy a met-tyrosinazy (upraveno, [32])

V ptirodé se tyrosindza vyskytuje v mnoha procesech. U obratlovcii se tento enzym
podili na tvorbé melaninu, ktery zpisobuje pigmentaci. Nedostatek nebo Uplna absence
tyrosinazy vedou k albinismu. Rostliny vyuzivaji oxidace katecholi jako obrannych
mechanismui proti hmyzu pfipadné jako ochranu pied patogeny v poranénych tkdnich. Pro
clovéka je tyrosinaza atraktivni pro jeji schopnost aktivace Oz a zajimavé je i jeji vyuziti pro

detekci katecholamini (DOPA, adrenalin, noradrenalin) u neurologickych poruch [31,33-36].

Syntéza a studium komplexti napodobujicich aktivitu tyrosindzy a katecholazy je
pfedmétem vyzkumu spoustu let. Literatura [31] udava nékolik klicovych faktort, které
ovlivityji aktivitu syntetickych komplexti napodobujicich aktivitu tyrosindzy a katecholdzy.
Prvni z nich je pocet jader, nejlepsi aktivitu ze zkoumanych mono-, di-, tri- a tetranuklearnich
komplexti vykazuji dinuklearni komplexy. Dal§im dilezitym parametrem je vzdéalenost Cu
jader, ta by méla byt v rozmezi 2,90-2,99 A, kratsi nebo del§i vzdalenost aktivitu snizuje.
Ttetim faktorem je hydrofobnost prostiedi, to je zajisténo vhodnym typem ligandl vazanych
na kovové jadro. Dalsim faktorem je geometrie aktivniho mista, které musi byt dobfe dostupné
pro substrat. Posledni faktor je povaha rozpoustédla, aktivita stejného komplexu se mize liSit

v riznych druzich rozpoustédla [31].

Tabulka 1 uvadi kinetické parametry pfirodnich enzymu s aktivitou katechol oxidazy,

ato konkrétné¢ pro katechol oxidazu izolovanou z byliny karabince evropského (Lycopus
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europaeus), katechol oxidazu izolovanou ze sladkych brambor (lpomoea batatas) a tyrosindzu

izolovanou z hub [37,38].

Tabulka 1: Kinetické parametry pfirodnich metaloenzymi pro oxidaci katecholu (pfevzato, [38])

Vzorec Substrat Keat [h!] Kwm [M] Keat/Km [mML.s1]  Zdroj
Katechol oxidaza (Lycopus europaeus) Katechol 5,7.10° 5,0.1073 31,67 [39]
Katechol oxidaza (Ipomoea batatas) Katechol 8,25.10° 2,5.10° 916,67 [40]
Tyrosinaza (houby) Katechol 3,15.10° 0,16.107 5463,13 [41]

V literatuie [38] je uvedeno celkem 127 komplexti médi s aktivitou katechol oxidazy.
Do tabulky 2 bylo vybrano 6 dinuklearnich komplexi s aktivitou katechol oxidazy, které mély

nejvyssi moldrni aktivitu. Presto tyto komplexy nedosahuji kinetickych parametrti ptirodnich

enzymu uvedenych v tabulce 1.

Tabulka 2: Kinetické parametry umélych metaloenzymt na bazi médi s aktivitou katechol oxidazy
(ptevzato, [38])

Vzorec Rozpoustédlo Keat [h!] Kwm [M] KeatKm [mML.s1]  Zdroj
[Cuz(H2L1)(OH)(H20)(NOs) P+ Methanol 3,24.10% 2,3.10°3 3,91 [42]
[Cua(L2)(N3)s] Methanol 2,88.10% 0,7.10° 11,42 [42]
[Cuz(L3)(N3)2-2H20] Acetonitril 2,16.10% 3,7.10° 1,62 [43]
[Cus(L4)(N3)2-2H20] Acetonitril 2,16.10% 9,7.10° 0,62 [42]
[Cua(L5)(N3)2-2H20] Acetonitril 1,8.10 3,4.103 1,47 [42]
[Cua(L3)(N3)2-2H20] Methanol 1,8.10 2,3.10° 2,17 [42]
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Obrazek 21: Struktury ligand uvedenych v tabulce 2 (upraveno, [38])
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3 Moznosti pri konstrukci biosenzori

Definice popisuje biosenzor nasledovné:

»Biosensor je analyticky pristroj obsahujici citlivy prvek biologického puvodu, ktery je bud’
soucasti, nebo v tésném kontaktu s fyzikalne-chemickym prevodnikem. Poskytuje priitbézny
elektronicky signal, ktery je primo umerny koncentraci jedné nebo nékolika (skupiny)

chemickych latek ve vzorku‘ [44]

Obecné schéma biosenzoru znazoriiuje obrazek 22.

®
e > biologicka fyzikalné- zesileni a
* . , rozpoznavaci chemicky Zpracovani
& slozka prevodnik signalu
4

Obrazek 22: Obecné schéma biosenzoru (pievzato, [45])

Biologicka rozpoznévaci slozka biosenzoru muiize byt biokatalyticka nebo bioafinitni.
Biokatalytické slozky preménuji sledovanou slozku enzymovou reakci a patii mezi n€ enzymy,
bunky, tkan¢, organely a organismy. Bioafinitni slozky tvoii se sledovanou latkou komplex

a patii mezi né€ lektin, protilatky, nukleové kyseliny a receptory.

Fyzikalng-chemické prevodniky poskytuji signal vhodny pro dal§i zpracovani. Tyto
ptevodniky lze rozdélit do Ctyt skupin [44]:

e Elektrochemické — potenciometrie, amperometrie, konduktometrie a voltametrie
e Optické — fotometrie, fluorimetrie, luminometrie a nelinearni optika
e Piezoelektrické a akustické

e Kalorimetrické
Enzymové biosenzory

U enzymovych biosenzorii je analytem obvykle substrat pro enzymovou reakci.
Rozpoznavaci ¢ast miize tvofit jeden enzym, vice kooperujicich enzymt, ptipadné bunky nebo
tkanové fezy, které maji enzymovou aktivitu. Nejcastéji pouzivanym fyzikdln¢ chemickym
prevodnikem je elektrodovy, nebo opticky systém. Tabulka 3 uvadi piehled pouzivanych

enzymovych biosenzorickych stanoveni [44].
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Tabulka 3: Piehled enzymovych biosenzorickych stanoveni (vytvofeno, zdroj dat [44])

Skupina
stanovovanych
latek

Sacharidy

Vitaminy

Alkoholy a fenoly

Karboxylové
kyseliny
a aminokyseliny

Dusikaté slouceniny

Estery a amidy

Stanovovana latka

Glukéza

Galaktoza
Fruktoza
Sachar6za
Laktoza
Maltoza

Skrob
Kyselina askorbova
Ethanol

Cholesterol

Esterové vazany
cholesterol
Cholin

Fenoly

Kyselina mlé¢na
(L-laktat)
Kyselina mlé¢na
(D-laktat)
Kyselina jable¢na
Kyselina oxaloctova
Kyselina mocova
¥ L-aminokyselin

Lysin

Kyselina glutamova
Mastné kyseliny
(palmitova, olejova)
Kyselina sifi¢ita
Mocovina

Polyaminy
Purinové baze
Acetylcholin
Fosfolipidy
Triglyceridy

Penicilin

Misto vyuZiti stanoveni

Klinicka praxe,
potravinaistvi

Klinicka praxe
Potravinarstvi
Potravinarstvi
Potravinarstvi
Potravinarstvi

Potravinarstvi

Potravinafstvi, vitaminové

preparaty
Alkoholické napoje,

klinicka praxe
Klinicka praxe,
potravinaistvi
Klinicka praxe,
potravinaistvi

Medicina

Zivotni prostiedi,

potravinaistvi

Klinicka praxe, sportovni
medicina, potravinarstvi

Potravinafrstvi
Klinicka praxe
Klinicka praxe
Potravinarstvi

Krmiva

Potravinarstvi
Klinicka praxe,
potravinaistvi
Potravinarstvi
Klinicka praxe
Klinicka praxe,
potravinaistvi

Potravinarstvi

Klinicka praxe
Klinicka praxe
Klinicka praxe

Fermentacni vyroba
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Pouzivany enzym / skupina enzymu
(zdroj enzymu)

Glukoéza oxidaza (Aspergillus niger /
Penicillium notatum)
Glukoéza dehydrogenaza (Acinetobacter
calcoaceticus)
Pyranéza oxidaza
Galaktoza oxidaza
Frukt6za dehydrogenaza
Invertaza + mutarotaza + glukoza oxidaza
B-galaktosidaza + glukdza oxidaza
Maltaza
Glukoamylaza nékdy spole¢né s
a-amyldzou + glukdza oxidaza

Askorbat oxidaza
Alkohol oxidaza (Pichia pastoris)

Cholesterol oxidaza

Cholesterol oxidaza + cholesterol
esterhydrolaza
Cholin oxidaza (A4lcaligenes sp)
Tyrosinaza (zampiony / tkanovy fez) /
lakaza (Polyporus versicolor)
Cytochrom bz (z kvasinek / pfimo
kvasinky) / laktat oxidaza (Pediococcus)

D-laktat dehydrogenaza

Malat dehydrogenaza
Oxalat oxidaza
Urikaza
Oxidaza L-aminokyselin

Lysin dekarboxylaza (Escherichia coli/
Bacterium cadaveris) + diaminoxidaza

(hrach)

Glutamat oxidaza

Acyl-CoA syntaza + Acyl-CoA oxidaza

Sulfit oxidaza
Ureaza

Diaminoxidaza

Xanthin oxidaza + nukleosid fosforylaza +
nukleotiddza + AMP deaminaza
Acetylcholinesterdza (krvinky / elektricky
uhot) + cholin oxidaza
Fosfolipaza D + cholin oxidaza
Lipaza + glycerol dehydrogenaza / lipaza +
glycerol kinaza + glycerolfosfat oxidaza

B-laktamaza / penicilinamidaza



4 Moznosti zakotveni enzymu/komplexu na elektrodovy povrch

V této kapitole je uveden piehled moznych zplsobi zakotveni enzymu nebo komplexu
s enzymovou aktivitou na elektrodovy povrch. Konstrukce biosenzoru a volba imobiliza¢ni
techniky zavisi jak na druhu imobilizovaného enzymu/komplexu, tak na druhu analyzovaného
vzorku. Imobiliza¢ni matrice muze slouzit Cisté jako podpéra nebo se mize podilet na pienosu
signdlu. Zplisob imobilizace enzymu/komplexu ovliviiuje vlastnosti senzoru, jako vykonnost,

zivotnost, linedrni rozsah, selektivita nebo doba odezvy [22,46].

4.1 Mechanicka imobilizace enzymu/komplexu

Mechanické zachyceni enzymu/komplexu zahrnuje jednoduché metody vyuZzivané pti
vyvoji biosenzorl. Jedna metoda spoc¢iva v naneseni roztoku enzymu/komplexu na elektrodovy
povrch a nésledné prekryti vrstvy dialyzaéni membranou. Dialyza¢ni membrana nanesenou
komponentu mechanicky zadrzuje u pievodniku a zdroven je propustnd pro analyt. Druhd
metoda zachytava enzym/komplex pomoci adsorpce a pouziva se u grafitovych povrchil. Jedna

se o reverzibilni proces zavisly na podminkach (pH, iontov4 sila, teplota) [44].

4.2 Zachyceni enzymu/komplexu v gelu, polymeru nebo pasté

Polymerové povrchy s imobilizovanou komponentou enzymu/komplexu se ptipravuji
z polymeracnich smési rizného slozeni, do kterych je tato komponenta ptidana. Polymerace se
iniciuje pomoci zafeni nebo chemického ¢inidla. Polymery pouzivané jako zaklad membrany

jsou polyakrylamid, polyvinylalkohol, poly(2-hydroxyethylmethakrylat) a polyuretan.

Dalsi polymer vyuzivany pro imobilizaci je Nafion. Nafion se dodavéa rozpustény ve
smési  alkoholi s vodou. Membrana se pfipravuje kapnutim smési  Nafionu
a enzymu/komplexu na povrch elektrody a ndslednym zaschnutim smési. Mimo selektivni
schopnost ma Nafion také schopnost kumulovat kationty a odpuzovat anionty, ¢ehoz se vyuziva

pro zvyseni citlivosti amperometrickych méteni.

Povrchy, jejichz zakladem je Zelatina, se pfipravuji smisenim roztoku Zelatiny o teploté
40-50 °C s enzymem/komplexem a ndslednym nalitim smési na vhodny povrch. Ztuhlad
zelatinovd membrana (12 hod pfi 4 °C) se pak pfilozi na prevodnik a prekryje dialyzacni

membranou.

Dalsi material, se kterym se kombinuji enzym/komplex, je chitin nebo chitosan. Vyhody
téchto materiald jsou biokompatibilita, biologicka rozlozitelnost, fyziologicka inertnost, vysoka

afinita k proteintim, schopnost tvorby gelu a mnozstvi skupin vhodnych pro pfimou imobilizaci
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komponenty. Zejména diky biokompatibilité a biologické rozlozitelnosti se zajem o chitosan

zvySuje a lze jej diky nim oznacit za ekologicky polymer [22,44,46].

Komponentu enzym/komplex je mozné imobilizovat i do uhlikové pasty. Piiprava takové
pastové elektrody je pomérné jednoduchd. Z grafitového prasku, njujolu a biomolekuly se
pfipravi pasta, ktera se natla¢i do dutiny, a pfipoji se k ni kontakt naptiklad z Ag, nebo

Cu dratu [47,48].

4.3 Zesiténi enzymu/komplexu

Membranu Ize vytvofit také zesiténim enzymu nejcastéji pomoci glutaraldehydu. Reakce
spo¢iva v interakci mezi aldehydovou skupinou aaminoskupinou enzymu/komplexu.
Produktem této reakce je Schiffova baze, ktera se mize zredukovat na aminovou vazbu. Pro
reakci se voli rizny pomér enzymu/komplexu a aldehydu, ktery ovliviiuje prichodnost
membrany. Nékdy se do smési pridava také bilkovina s velkym poctem volnych aminoskupin
(albumin), coz zvySuje stabilitu membrany. Nezreagovany aldehyd se mutze zneutralizovat
glycinem nebo ethanolaminem. Zesiténi mize u n€kterych typt proteinovych biokatalyzatort
vést ke zvyseni jejich stability, stability v organickych rozpoustédlech nebo tpravé termalni

stability [15,44].

4.4 Kovalentni imobilizace enzymu/komplexu

Pro tento druh imobilizace je tfeba pouzivané malo reaktivni povrchy elektrod (sklo,
kiemik, rizné modifikace uhliku, uslechtile kovy Au, Ag, Pt) nejprve upravit. K tomu se
vyuziva napiiklad silanizace, tvorba monovrstev nebo aktivace polymernich materiali. Témito
metodami se na povrch elektrody zavedou reaktivni skupiny jako aminoskupina,
karboxyskupina, hydroxyskupina, thiolova skupina, pfipadné dalsi reaktivni skupina, na které

je nasledn¢ mozné kovalentné vazat enzym/komplex [44].

Modifikace povrchu elektrody polymerem s reaktivni skupinou je dal§i moZznosti
ptipravy elektrody pro kovalentni navazani enzymu/komplexu nahrazujici slozitéjsi
a zdlouhavéjsi postupy zahrnujici nejprve pripravu povrchu elektrody a nésledné zavadéni
reaktivnich skupin. Polymer, kterym miizeme tyto postupy nahradit, je napiiklad
polymaleimidostyren. Polymaleidostyren se pfipravuje polymeraci N-4-vinylfenylmaleimidu

iniciovanou roztokem tetrahydrofuranu. Maleimidova skupina na polymeru je schopna

reagovat s thiolovou skupinou nebo aminoskupinou na enzymu/komplexu [22,49].
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Aminoskupina

Povrch s navazanou aminoskupinou je nejpouzivanéj§i. Na aminoskupinu miizeme
navazat enzym/komplex hned nékolika zptsoby. Prvnim zptsobem je reakce, v niz reaguje
vhodné ¢inidlo s aminoskupinou na upraveném povrchu a po piidani enzymu/komplexu také
s aminoskupinou vdzanou v této molekule (obrazek 23). V nékterych piipadech se jesté provadi
redukce Schiffovych bazi borohydridem za vzniku stabilngjsich vazeb. Cinidla pouZivana pro
tento druh  imobilizace jsou  glutaraldehyd, chloranil, dianhyridu kyseliny

benzentetrakarboxylové a trans-stilben-(4,4‘-diisothiokyanatu)-2,2‘-disulfonové kyseliny.

O=CH—(CH,);-CH=0 tNH
|>NH2 > |—N:CH—(CH2)3-CH=O & :

NaBH4

—N:CH—(CHz)S—CH:N — |»NH—CH—{CH2)3-CH—NH

— >

Obrazek 23: Princip navazani enzymu/komplexu obsahujiciho aminoskupinu na povrch s aminoskupinou
pomoci glutaraldehydu (pievzato, [44])

Dal$im zplGsobem navadzani je reakce aminoskupiny s thiofosgenem za vzniku
isothiokyanatu. Isothiokyanat pak reaguje s aminoskupinou na biomolekule za vzniku

substituované thiomoc€oviny.

Dalsi metodu Ize vyuzit, pokud je aminoskupina vazana na aromat. V tomto piipad¢ Ize
provést diazotaci a po ni navazat na diazoniovou stl tyrosinovy zbytek na enzymu/komplexu

(obrézek 24) [44].
o~ @
HO
— FQNN
(8)

Obrazek 24: Princip navazani enzymu/komplexu obsahujiciho aminoskupinu na povrch s aromatickou
aminoskupinou pomoci diazotace (prevzato, [44])
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Karboxyskupina

Karboxyskupina je druhou nejpouzivané;jsi skupinou. Zpiisob navazani spoc¢iva nejprve
v aktivaci karboxyskupiny karboimidem anasledné¢ jeji reakci s aminoskupinou na
enzymu/komplexu (obrazek 25). Setrngj§im zptsobem je aktivace pomoci smési karboimidu

a N-hydroxysukcinimidu [44].

R
|
Iﬁl 0 I? NH2 0 Il?
2 N NH
|(COOH +¢ —> |C Il i
* NH
R ok |
R R

Obrazek 25: Princip navazani enzymu/komplexu obsahujiciho aminoskupinu na povrch s karboxyskupinou
(ptevzato, [44])

Hydroxyskupina

Hydroxyskupina casto pochazi ze sacharidové vrstvy, kterou je povrch elektrody
modifikovan. ZplUsob navazani spociva nejprve v aktivaci hydroxyskupiny pomoci
epichlorhydrinu  (obrdzek 26) anasledné adici amino nebo hydroxyskupiny

enzymu/komplexu [44].

CI—CHQ—CQQCHQ
FOH > FO—CHQ—CQQ—/CH2
o

Obrazek 26: Aktivace povrchu s hydroxyskupinou pomoci epichlorhydrinu (ptevzato, [44])

Thiolova skupina

Thiolova skupina umoziiuje vratnou imobilizaci enzymu/komplexu. Navazani spociva
v reakci thiolové skupiny s volnymi cysteinovymi zbytky enzymu/komplexu (obrazek 27) [44].
ferrikyanid
—
I—SH + (B)—sH s—s

cystein

Obrazek 27: Princip navazani enzymu/komplexu s volnymi cysteinovymi zbytky na povrch s thiolovou skupinou
(ptevzato, [44])
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4.5 FElektropolymerace

Tento druh imobilizace spocivd v elektrochemické oxidaci monomert, pii niz se
monomer pievadi na reaktivni formu a tato reaktivni forma pak samovolné vytvafi polymer na
povrchu elektrody. Velikost proslého naboje urcuje tloustku polymerové vrstvy na povrchu
elektrody, coz znamena, Ze se jednd o kontrolovatelny proces, atim padem i dobie
opakovatelny zptsob imobilizace. Enzym/komplex, ktery chceme do vrstvy imobilizovat, je
v roztoku spolecné¢ s monomery apii polymeraci se zachytava do vznikajiciho filmu.
Zachyceni biomolekul v polymeru je pomérné volné a Casem dochézi k jejich vyplaveni.
Z tohoto diivodu se vrstvy vyuzivaji spiSe jako vychozi Uprava povrchu elektrod pro dalsi
chemické reakce. Nejvice se ubiosenzorii pouzivaji polymery z pyrolu a anilinu, méné

pouzivané jsou polymery z thiofenu, methylpyrolu a fenolu.

Elektropolymerovat 1ze i derivaty biomolekul, ty se pfipravi napiiklad pfipojenim pyrolu
na postranni fetézec enzymu/komplexu. Takto pfipraveny derivat uz se da elektropolymerovat

a vysledkem je elektroda pokryta polymerem, jehoZ soucasti je enzym/komplex.

Elektrody pouzivané pro elektropolymerace jsou bézné elektrody z materiali jako Au, Pt,
skelny uhlik. Misto si mezi nimi vSak naSly 1 elektrody z metalizovanych plasti (pozlaceny
Mylar), elektrody z uhlikové plsti, elektrody ze zesiténého skelného uhliku, ti§téné elektrody
nebo naprasované elektrody [22,44,50-52].
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5 Senzory na bazi umélych enzymi pro elektroanalyzu

Nasledujici cast je zaméfena na piiklady stanoveni fenolickych latek pomoci senzori

s umélymi metaloenzymy.

5.1 Stanoveni katechinu

Literatura [47] popisuje vyvoj a vysledky senzoru pro stanoveni katechinu (obrazek 28)
v Caji. Tento senzor je uhlikova pastova elektroda, v niZ je za¢lenén dinuklearni komplex médi
s aktivitou katechol oxiddzy [Cu(HL)(u-CH3COO)](ClOs4). Ligand HsL je N,N-[bis-(2-
pyridylmethyl)]-N’,N’-[(2-hydroxybenzyl)(2-hydroxy-3,5-di-terc-butylbenzyl)]-1,3-propandi-

amin-2-ol.

HO

Obrazek 28: Katechin (pievzato, [53])

Autofi v ¢lanku [47] naméfili a publikovali pro senzor nasledujici data. Square wave
voltamogramy ziskané méfenim roztokll o rGznych koncentracich katechinu jsou na
obrazku 29. Konstruovany senzor ma linearni rozsah méfeni od 4,95.10° M do 3,27.10° M
katechinu, dale detekéni limit 2,8.107 M katechinu a kvantifikaéni limit na 3,5.107 M

katechinu.
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Obrazek 29: Square wave voltamogramy pro rtizné koncentrace katechinu (pfevzato, [47])
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Dalsi z popsanych parametrii je selektivita. Selektivita biosenzoru byla zkoumdana
pomoci pifidavkl riznych latek (kofein, epikatechin, epigalokatechin, epikatechin galat,
kyselina gallova, guajakol, kyselina fulova, kyselina p-kumarové, kyselina vanilova, sachardza,
glukoza, fruktdza, kyselina benzoova, kyselina citronova, kyselina vinnd, kyselina fumarova).

Zadna z téchto latek nerusila stanoventi, a proto lze senzor povaZovat za selektivni.

Vysledky métfeni pomoci zkonstruovaného biosenzoru byly s vysledky ziskanymi
kapilarni elektroforézou v 95% shod¢. Pfi méfeni standardnich roztokl ziskali autofi vysledky
v rozmezi 93,8 % az 106,9 %. Popsany senzor mél pti 12 po sob¢ jdoucich méfenich roztoku
katechinu RSD 3,4 %. Tti nezéavisle pfipravené senzory maji pii méieni RSD 4,2 %. Senzor po

800 stanovenich provedenych v rozmezi 270 dnl nevykazuje zadné zmény v odezve [47].

5.2 Stanoveni rutinu

Literatura [53] popisuje vyvoj a vysledky senzoru pro stanoveni rutinu (obrazek 30) ve
farmaceutickych vzorcich. Tento senzor je uhlikova pastova elektroda, v niz je zaclenén
dinukle4rni komplex manganu s aktivitou peroxidazy [Mn""Mn"{(Ldtb)(u-OAc):]BPhs. Ligand
HoLdtb je 2-[N,N-bis(2-pyridylmethyl)-aminomethyl]-6-[ N-(3,5-di-terc-butyl-2-oxidobenz-
yl)-N-(2-pyridylamino)aminomethyl]-4-methylfenol.

CH O

OH OH OH

CH

Obrazek 30: Rutin (ptevzato, [53])

Autofi v ¢lanku [53] naméfili a ziskali pro senzor nasledujici data. Square wave
voltamogramy ziskané méfenim roztokl o riznych koncentracich rutinu jsou na obrazku 31.
Konstruovany senzor ma linearni rozsah méfeni od 9,99.107 M do 6,54.10”° M rutinu a deteké&ni

limit na 1,75.107 M rutinu.
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Obrazek 31: Square wave voltamogramy pro riizné koncentrace rutinu (pievzato, [53])

Autofi dale porovnavaji vysledky meéfeni pomoci zkonstruovaného biosenzoru
s oficidlni metodou pro stanoveni rutinu (95% shoda). Vysledky pii méfeni standardnich
roztokl byly v rozmezi 96,6 % az 103,2 %. Popsany senzor ma pii Sesti po sob¢ jdoucich
meéfenich roztoku rutinu RSD 1,85 %. Tti nezdvisle pfipravené biosenzory maji pii métfeni
stejné¢ho roztoku RSD 2,08 %. Senzor po 750 stanovenich provedenych v rozmezi 200 dnti

nevykazuje zadné zmény v odezvée.

U tohoto senzoru byla provedena studie na citlivost pro dalsi fenolické latky. Nejvyssi
citlivost ma biosenzor na rutin, dale pak citlivost klesa v potadi kyselina kavova, katechin,

dopamin, kyselina chlorogenova, katechol, hydrochinon a adrenalin [53].

5.3 Stanoveni dopaminu

Literatura [54] popisuje vyvoj a vysledky senzoru pro stanoveni dopaminu (obrazek 32)
ve farmaceutickych vzorcich. Tento senzor je zlata elektroda modifikovand dinuklearnim
komplexem médi s aktivitou katechol oxiddzy [Cu'>(Ldtb)(u-OCH3)](BPh)s a potaZzena
chitosanovym filmem. Ligand Ldtb je {2-[N,N-bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl]-6-[ N*,N*-
(3,5-di-terc-butylbenzyl-2-hydroxy)(2-pyridylmethyl) Jaminomethyl } -4-methylfenol.

HOm
NH
HO .

Obrazek 32: Dopamin (pievzato, [53])

44



Autofi v ¢lanku [54] naméfili a ziskali pro senzor nasledujici data. Square wave
voltamogramy ziskané¢ méfenim roztokli o riznych koncentracich dopaminu jsou na
obrazku 33. Pii optimalnich podminkéch byla kfivka linearni pii koncentraci dopaminu
vrozmezi od 4,99.107 M do 1,92.10° M dopaminu. Detekéni limit byl stanoven na
3,57.107 M dopaminu a kvantifika¢ni limit na 1,07.10° M dopaminu.

Pti méfeni vzorkl s rizné vysokym obsahem kyseliny askorbové a kyseliny mocové
bylo zjisténo, ze diky chitosanové vrstvé tyto interferujici latky nezasahuji do stanoveni

dopaminu.
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Obrazek 33: Square wave voltamogramy pro rizné koncentrace dopaminu (pievzato, [54])

Vysledky méfeni vzorkid senzorem byly také porovnany s oficidlni metodou pro
stanoveni dopaminu a prokazaly 95% shodu s pfijatelnou chybovosti. Pfi méteni standardnich
roztokl byly vysledky v rozmezi 95,2 % az 102,6 %. Popsany senzor ma po osmi po sobé&
jdoucich métenich roztoku dopaminu RSD 3,7 %, avSak po 70 stanovenich vykazuje velkou
ztratu aktivity. P&t nezavisle pfipravenych biosenzori ma pii méfeni stejného roztoku

dopaminu RSD 4,2 % [54].
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Zavér
Cilem této prace bylo provést klasifikaci umélych enzymi, porovnat tyto enzymy
s pfirodnimi enzymy a zaméfit se na vyuziti vybranych umélych enzymi v senzorech pro

elektroanalyzu.

Umeélé enzymy jsou na rozdil od pfirodnich enzymi tvofeny pomérné pestrou Skalou
struktur. Vyuzivaji pro zachyceni katalytickych skupin nejen proteiny, ale také polymery,
protilatky a dal§i vysokomolekularni latky. Umélymi enzymy mohou byt téZ komplexni
slouceniny, které strukturou napodobuji aktivni centrum ptirodniho enzymu, jako napiiklad
komplexni metaloenzymy. Tato prace rozd€luje umelé enzymy do Ctyi skupin praveé podle
struktury. V jednotlivych skupinach jsou uvedeny ptiklady konkrétnich enzymi a také ptistupi
pouzivanych k jejich tvorbé. V kapitole umélé metaloenzymy je pozornost zaméiena také na
porovnani vybranych komplexii médi, které maji aktivitu katechol oxidazy s ptirodnimi
enzymy, které maji aktivitu katechol oxidazy. Kinetickymi parametry vybrané komplexy médi
zdaleka nedosahuji hodnot pfirodnich enzymii. Vybrané metalokomplexy vsSak nejsou
vyjimkou, obecné 1ze o umélych enzymech fici, ze jejich aktivity nedosahuji aktivit ptirodnich

enzymt.

Posledni ¢ast prace byla vénovana vyuziti vybranych umélych enzymi pro konstrukci
senzoril. V této Casti jsou uvedeny tfi publikované senzory na bazi umélych oxidéz, které byly
vytvofeny za Ucelem stanoveni vybranych fenolickych latek. Publikované vysledky téchto
senzortl svéd¢i o tom, Ze by je bylo mozné vyuzit i v praxi. Moznou nevyhodou, ktera se

projevila u jednoho z popsanych senzort, je ztrata aktivity po vétS§im poctu méteni.

Umeélé enzymy jsou zajimavou dynamicky rozvijejici se oblasti. Neustale se zvysuje pocet
novych umélych enzymi, které jsou tvoreny od jednoduchych zpisobi, jakymi je modifikace
ptirodnich enzym, az po vytvareni zcela novych molekul zaloZenych na jiné struktute. Diky
spojeni nékterych metod jako napiiklad vypocetni design s metodou fizené evoluce mohou
vznikat umélé enzymy katalyzujici reakce, které¢ zadny ptirodni enzym katalyzovat nedokaze.

Um¢lé enzymy se jevi jako oblast s velkym potencialem.
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