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Anotace

Tato bakalaiska prace se zabyva popisem, studiem a problematikou vyuziti umélych enzymii.
Je zde zpracovéana obecna charakteristika umélych enzymt, umélé enzymy jsou rozdéleny do
skupin podle skeletu, je charakterizovana jejich aktivita, jsou porovnany s pfirodnimi enzymy
a je podan piehled komplexii médi s jejich vyuzitim. Dale jsou také popsany mechanismy
katecholazové aktivity komplexti médi a vyuziti umélych enzymu v biosenzorech. Posledni ¢ast
prace se zabyva kolorimetrickym meéfenim aktivity acetitového komplexu médi

[Cu>2L(OH)(H>0)(EtOH)](ClO4)2 na vybranych substratech.
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This bachelor thesis deals with the description, study and use of artificial enzymes.The general
characteristics of artificial enzymes are elaborated here, artificial enzymes are divided into
groups according to to skeleton, their activity is characterized, they are compared with natural
enzymes and an overview of copper complexes with their use is given. The mechanisms of
catecholase activity of copper complexes and the use of artificial enzymes in biosensors is also
elaborated. The last part of the work deals with colorimetric measurement of the activity of
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Uvod

Tato bakalarska prace se zabyva popisem, studiem a vyuzitim umélych enzymii. VSeobecné¢ Ize
tvrdit, ze umélé enzymy napodobuji aktivity ptirodnich enzymu. Aktivit pfirodnich enzymu se
vyuziva v raznych primyslovych odvétvi. Vyzkum umélych enzymt ukazal, ze vyuziti
umélych enzymi je v porovnani s pfirodnimi enzymy perspektivni alternativa s nékterymi

vyhodami ale i nevyhodami.

V literatute je mozné se setkat s riiznym rozdélenim umélych enzym, nékteré jsou ve svém
principu vhodnéjsi pro rozdé€leni pfirodnich enzymii. Vhodnym rozdélenim umélych enzymu
je podle typu skeletu, ze kterych jsou umélé enzymy slozené. K popisu ¢innosti umeélych
enzymu (kinetiky enzymtl) se nejcastéji pouziva aktivita enzymd, kterou je mozno méfit

riznymi instrumentalnimi metodami.

Med’ je z diivodu dobré dostupnosti, ceny, vhodného koordinaénim stavu a vysoké aktivity
(oproti jinym kationtiim) Siroce vyuzivana pro vyrobu velice diilezité skupiny umélych enzymut
—supramolekuldrnich umélych metaloenzmi (komplexti). Existuje mnoho komplext médi,
které vykazuji katechol oxiddzovou (katecholazovou) aktivitu a jsou vyznamné i z hlediska
Sirokého vyuziti. Mechanismy a vlivy riznych faktort na aktivitu téchto komplexi jsou velice

zkoumané téma.

vvvvvv

umélych enzymi je moZzné vyuZit pro stanoveni mnoha biologicky aktivnich latek. Jako piiklad
lze uvést biosenzor vyuzivajici magnetické nanocastice Fe3Os pro detekci cholinu nebo

biosenzor vyuzivajici Ru(CN)s ukotvené do Skvary pro detekci H>O; a glukozy.

V této praci je také zpracovan experiment spektrofotometrického méteni aktivity acetatovy
komplex médi /[Cu>L(OH)(H>0)(EtOH)](ClO4)2 na substratech epinefrin (adrenalin),
dopamin a noradrenalin (norepinefrin). Tento experiment miize slouzit jako ukazka méteni

aktivity umélych enzymi (komplexi).
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1. Umélé enzymy

1.1. Obecna charakteristika umélych enzymii
Umélé 1 pfirodni enzymy analogicky s katalyzatory urychluji reakci skrze snizeni aktivacni
energie a neovlivituji rovnovaznou smés. Tyto skutecnosti jsou dulezité pro pochopeni funkce

v podkapitole 1.3 [1].

Vyuziti a vyzkum umélych enzymi je jednim z obori biomimetické chemie. Tento obor chemie
studuje napodobovéni katalytickych procesti, ke kterym dochézi v zivych soustavéch.
K dosazeni tohoto zaméru je obzvlast¢ dilezitd dobfe definovand geometrie v komplexu

enzym-substrat [2].

Vseobecné existuji dva pristupy k navrhovani umélych enzymi (komplexil). Prvni pfistup je
funkéni napodobovani. Spociva v napodobovani enzymi s vyuzitim kovovych komplexd s
podobnymi aktivitami. Druhy pfistup je strukturni napodobovani, kde se napodobuji struktury
aktivnich center enzymi pomoci funk¢nich skupin. Ve vysledku maji strukturné napodobované
umélé enzymy podobnou strukturu jako pfirodni enzymy, které se snazi napodobit [3,4].
Enzymova aktivita miiZze byt vytvofena pomoci skeletl slozenych z anorganickych nanocastic

[4,5,6], proteint, [2,7], polymert [4,8] a supramolekularnich latek [4,9].

Vytvofené umélé enzymy by meély spliiovat ur€ité podminky. Jejich vazebna mista vazou
pozadované substraty. Konformace kolem katalytickych center musi vést k projevu katalytické
aktivity. Mély by byt schopny ohnout substrat do vhodné reaktivni konformace. Zadanou
vlastnosti je také, aby umélé enzymy mély schopnost uvoliiovat z komplexu ptevedené
substraty a tim regenerovat své katalytické funkce. [2,4,10]. V porovnani s napodobovanymi
pfirodni enzymy by mély nové vytvoifené umélé enzym mit méné komplikovanou strukturu,
mens$i molekularni hmotnost a lepsi rozpustnost ve Siroké Skale rozpoustédel. Pro pfirozené
enzymy je také typické Ze Casto vyZaduji pouziti kosubstrati a kofaktort. Disledkem je zvySena
cena produktu. U vyvoje novych umélych enzymt se objevuje snaha tuto nevyhodu piekonat

[4].

Dal$im diivodem vyssi ceny piirodnich enzymi je, Ze jsou v pfirod¢ zastoupeny v malém
mnozstvi, nutnost je denaturovat, slozité zpracovavat a slozita recyklovatelnost. Tyto nevyhody

casto znemoziuji vyuziti ptirodnich enzymu ve velkém méfitku. Umélé enzymy (komplexy)
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jsou oproti tomu ¢asto vyrabéné z prechodnych kovi, které jsou relativné levné a dostupné

[11].

Dobré je také zdiraznit, ze diky tomu ze jsou takové komplexy syntetické, mizou byt
specificky upraveny pro rizné vyuziti. Tato vlastnost je velice uzite¢nad naptiklad v oblasti
biokatalytické organické syntézy. S vyuzitim umélych enzymi doslo také k vyznamnému

vyvoji ekologicky Setrnych metod v laboratornim i pramyslovém méftitku [4,7].

Umeélé i pfirodni enzymy maji oproti umélym katalyzatorim o nékolik fada vétsi ucinnost,
stereospecificitu, substratovou i ufinkovou specificitu. Enzymy byvaji také netoxické [1].

Porovnanim aktivity pfirodnich a umé€lych enzymu se zabyva Podkapitola 1.4.
1.2. Rozdéleni umélych enzymii

1.2.1. Predstaveni riznych zpisobi rozdéleni enzymi
V soucasné dobé bohuzel neexistuje sjednocené rozdéleni umélych enzymi. V literature se
¢asto enzymy d¢li podle typu katalyzované reakce na oxidoreduktdzy, transferazy, hydrolazy,

lyazy, izomerdzy a ligazy [1].

Toto rozdéleni je ale vice vhodné pro dé€leni ptfirodnich enzymi. Rozdéleni, které tato prace
uvadi je zaloZeno na riznych typech skeletli, ze kterych jsou umélé enzymy slozené. Podle
tohoto kritéria existuji polymerni, supramolekularni, nanomolekuldrni a proteinové umélé

enzymy [4].

1.2.2. Polymerni umélé enzymy

Vytvateni téchto enzymu je dvoukrokové. Nejprve se na vhodném polymeru vytvoii vazebna
mista. Poté se zavedou skupiny, které zajisti prostredi ze specifickych funkénich postrannich
fetézcl, které zajisti zformovani prechodného stavu pii katalyze [2]. V pfirodnich enzymech
mé sekvence a trojrozmérna konformace polymert velky vliv na katalytické funkce [4].
K lepsimu napodobeni ptirodnich enzymt a ke zvySeni u€innosti, selektivity se asto vyuzivaji
dendrimery (vysoce uspotfadané, rozvétvené polymerni molekuly). Dendrimery funkcionalizuji
na polymernich periferiich [12,13]. Déle se vyuzivaji biopolymery [14,15], hyper rozvétvené
polymery a komplexy hybridniho polymer-kovu [16].

Jednim z prvnich objevenych polymernich umélych enzymi je synteticky derivat
polyethyleniminu. Tento enzym byl ziskan pfipojenim dodecylové a methylenimidazolové

skupiny k polyethyleniminu. Derivat G¢inné hydrolyzuje 4-nitrofenylacetdt a umi také
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dekarboxylovat derivaty isoxazolu. Oproti jednoduchym katalyzatorim (naptiklad imidazolu)

ma tento derivat 250krat vétsi katalytickou ucinnost [4,17].

1.2.3. Supramolekuliarni umélé enzymy

Tyto enzymy vyuzivaji principy studované v supramolekularni chemii, zejména vazbu kov-
ligand (donor-akceptorova vazba) [18,19] a “host-guest” chemii. “Host“ je obvykle velka
molekula s dutinou (napf. crowny, kryptandy) a “guest* je mensi molekula (napf. kationt s K*

nebo NH4"). Tyto dva typy molekul spolu vytvaii komplex “host-guest* [20].

Témto enzymlUm se také Casto fika synzymy. Jedna se o pocetnou skupinu umélych enzymd,
ktera ma veliky potencidl pro dalsi vyuziti. Pro vyvolani jejich aktivity je nutna selektivni vazba
na substrat a nasledna katalyza. Tyto enzymy jsou proto ¢asto konstruovany tak aby vazaly
prechodné stavy, které jsou analogické s napodobovanymi reakcemi. Timto zptisobem vykazuji

jak vazbu na substrat, tak katalytickou aktivitu [4].

Umeélé supramolekuly oxygenazy [21], nitrogendzy, hydrogendzy, alkohol dehydrogenazy a
laktazy mohou ve svych aktivnich mistech mit vdzany kovovy prvek. Slou¢eniny timto
zpisobem mohou vykazovat katalytickou funkci a nazyvaji se metaloenzymy [22].
V supramolekuldrnich umélych metamoloenzymech se komplexy kovu ¢asto navdZzou na
vnitini stény anorganickych pevnych nosiclti fungujici jako molekuldrni sita, coz z takového
enzymu dela heterogenni katalyzator vysoké aktivity a selektivity. Mimo zeoliti je Castym
pevnym nosi¢em tzv. metalicko-organickad ramova struktura (MOFs) [4,23]. Piikladem
supramolekuldrniho umélého enzymu je Fe4SP@HKUST-1(Cu). HKUST-1 (Cu) je vytvoren
spojenim benzen-1,3,5-trykarboxylatového aniontu a Cu(II) kationtu. Do okteadrické struktury,
ktera ma vhodnou velikost a symetrii je poté zaclenén zptisobem “ship-in-a-bottle” Fe*" tetrakis
(4-sulfonatophenyl). Zbyvajici dutiny slouzi jako molekularni sita, to znamena Ze dovoluji
molekulam vhodné velikosti byt vpusStény k aktivnim mistim pro katalyzu. Podobnou funkci
maji  kandly vhemovém proteinu. Strukturni podobnost mezi Heme proteinem a

Fe4SP@HKUST-1(Cu) je vidét na Obrazku 1 [23,24].
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Obrazek 1: Znazornéni podobnosti Heme proteinu a enzymu HKUST-1 Prevzato a upraveno z [23]

Jako skelety supramolekuldrnich umélych enzymu jsou také vyuzivany cyklodextriny [25],

kalixareny polyamoniové makrocykly, makrocyklické (crown) ethery a cyklofany [26].

1.2.4. Nanomolekularni umélé enzymy

V soucasné dobé zaznamenal vyzkum vyuZiti nanocastic (NP) v kontextu umélych enzymi
zvySenou pozornost. Vyuziti nanocastic je perspektivni pro jejich jedinecné fyzikalng-
chemické vlastnosti, malé rozméry, velké mnozstvi katalyticky aktivnich mist na povrchu,
vysoky pomér povrch/objem a v neposledni fad€ ptitomnost multifunkénich reaktivnich skupin
vyuzitelnych pro modifikaci a dalsi funkcionalizace [4, 27-29]. Od téchto umélych enzym se
také diky vysokému poméru povrch/objem a velkému mnozstvi aktivnich mist ocekava vysoka
katalytickd ucinnost [30,31]. Nanoenzymy dale vynikaji vyhodou nizké ceny, vynikajici
toleranci vici extrémnim podminkam (vysoké teploté, kyselému pH a organickym
rozpoustédlim), 1ze je snadno oddélit od reak¢nich smési, maji vysokou funkéni stabilitu, a i
dalsi funkéni vlastnosti (naptiklad paramagnetismus) [4]. Je také dobré zduraznit Ze vysledny
enzymaticky ucinek je ovlivnény modifikaci povrchu enzymu [4]. Naptiklad NP Pt ma s
dendrimerni modifikaci hydrogendzové vlastnosti [32] a bez jakékoliv modifikace

peroxiddzové ucinky [33].

V literatute [4] je uvedeno celkem 31 riznych nanoenzymi., které demonstruji rozmanitost
sloZeni, povrchovych modifikaci a vyuziti nanoenzymi. Do Tabulky 1 byly vybrany pro

ukézku 4 nanoenzymy.
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Tabulka 1: Ukazkové priklady nanoenzymii Prevzato a upraveno z [4]

SloZeni | Povrchova Enzymaticky | VyuZiti Molarni aktivita | Zdroj
modifikace ucinek enzymu (kcat)

Pt NPs | mezoporézni peroxidazovy | Kolorimetricky imunotest lidského | 2 -10*s7, [34]
oxid kiemicity choriového gonadotropinu

PtNPs | - peroxiddzovy | kolorimetricky imunotest krali¢iho IgG 2,27 -10% 57!, [35]

Co304 | - katalazovy Amperometricky senzor na detekci H202 1,6 - 10* s, [36]

NPs

Au dipeptid esterazovy Hydrolyza dinitrofenylbutanoatu 1,5-10%s1, [37]

NPs

1.2.5. Proteinové umélé enzymy
S modernim vyvojem techniky biochemickych experimentt a bioinformatiky bylo umoznéno

vytvofeni umélych enzymii s proteinovymi skelety. VSeobecné se da fict, Zze se vytvareni

proteinovych umélych enzym se déli na [7]:

1. Metody upraveni ptirodniho a snadno dostupného pfirodniho enzymu pro zlepseni jeho

puvodni funkce [7]
2. Pfemény neenzymatického proteinu na aktivni enzym [7]

Vytvéafeni muze zahrnovat piistupy genetické mutace, chemické modifikace a kombinaci téchto
pfistupi. Zvlasté u proteinovych umélych enzymu obsahujici kov se pro vytvoreni unikatnich
biokatalyzatori s fadou katalytickych funkci oba piistupy kombinuji. Na doladéni struktur
umélych enzymt je ¢etn€ vyuzivana rentgenova krystalograficka strukturni analyza a vypocetni
predikce. Toto dovoluje u¢inné (oproti procesu pokus-omyl) piepracovavat a vylepSovat umelé

enzymy na zakladé¢ ziskanych znalosti o struktufe a mechanismu [7].

Z hlediska syntetick¢ chemie jsou proteinové umélé enzymy schopny zprostiedkovavat
vSechny zékladni reakce — oxidaci, redukci, vznik a $t€peni C-C vazby. Dillezitym objevem
bylo Ze proteinové umélé enzymy jsou schopni katalyzovat typy reakci, které s pfirozenymi

enzymy neprobihaji. Zaznamenanym piikladem je metateze olefint [7].

Ptikladem proteinového umélého (semi syntetického) enzymu je stfevni mastné kyseliny
vazajici protein — pyridoxamin60. (IFABP-PX60). Aktivita tohoto enzymu byla méfena na
substratu  2-oxoglutardt a tyrosinu reagujici na kyselinu L-glutamovou a 4-
hydroxylfenylpyruvat. Tento enzym zaznamenal témét 364ndsobné zvySeni efektivity enzymu
pfi 14 denni reakéni dobé oproti volnému enzymu pyridoxamin méfenému pii stejnych

podminkach a substratu [2].
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1.3. MozZnosti charakterizace aktivity umélych enzymii

enzymu. Aktivitu enzymu lze vyjadfit pomoci parametru ¢islo pfemény (TON) nebo frekvence
pfemény (TOF) [38]. Nejcastéji pouzivanymi parametry je ale Michaelisova konstanta, mezni
rychlost, moléarni aktivita a katalyticka G¢innost enzymu. O téchto parametrech se dale pise

nize.

1.3.1. Enzymova kinetika a jeji grafické znazornéni

Enzymova kinetika zkouma reakéni rychlost (aktivitu) enzymut pii chemickych reakcich.
Saturacni kiivka (Obrazek 3 A) je grafické vyjadieni zavislost rychlosti enzymatické reakce
(aktivity) na koncentraci substratu. Matematické vyjadreni této kiivky je rovnice Michaelise a
Mentenové. Tato rovnice vychazi ze zjednodusené predstavy, ze jedinym meziproduktem
reakce je komplex enzym-substrat. Ve skutecnosti se ale jedna o vicestupiiovou pieménu s
nckolika meziprodukty, kde je také mozny zpétny rozpad produktu. V tomto spoc¢iva nedostatek
rovnice Michaelise a Mentenové [1]. Za pfedpokladu, ze se koncentrace enzymu neménti,

rovnice Michaelise a Mentenové ma tvar znazornény na Obrazku 2

v [S] [T I— Michaelisova konstanta
_ max L maximalni {mezni) rychlost reakce
v = L rychlost reakce

KM + [S] -] (O— aktualni koncentrace substratu

Obrdazek 2: Rovnice Michaelise a Mentenové

Parametr enzymu Michaelisova konstanta (M nebo mol/l) je definovana jako koncentrace, pfi
které enzymova reakce probiha pii poloviné maximalni rychlosti, Michaelisova konstanta je
zavisla na faktorech ovlivityjicich aktivitu (pH, teplota, aktivatory/inhibitory) a udava afinitu
ke substratu. Dal$im dobrym parametrem aktivity enzym je limitni (mezni) rychlost vimax [M
s']. Pfi nasyceni (saturaci) enzymu substratem dosahuje reakéni rychlost maximalni hodnoty a
limitni rychlost je jedinym limitujicim faktorem enzymatické reakce. Pfi tomto stavu lze
vyjadfit dalsi uZiteény parametr aktivity enzymil — kear [s7']. Tato konstanta udava molarni

aktivitu enzymu [1].

V = Umax = Keat - [Eo]

Experimentalné 1ze na zéklad€ této ivahy nepiimo stanovit koncentraci enzymu. Poslednim

dtileZitym parametrem aktivity enzymu je katalyticka uéinnosti enzymu kea/Km [s M1], ktera
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diky tomu ze zohledniuje dva parametry aktivity enzymu v jedné hodnoté se ¢asto pouziva na

vzajemné srovnavani aktivity enzymi [39].

Existuji dvé metody linearizace pro rovnici Michaelise a Mentenové — metoda Lineweaver-
Burk a metoda Eadie-Hofstee. Tvary rovnic téchto metod a jejich grafické zndzornéni je na
Obrazku 3. Obé¢ tyto metody umi charakterizovat limitni rychlost (viim), Michaelisovu konstantu
a jsou velice cenéné pro svou jednoduchost a schopnost prezentovat data graficky. Metoda
Lineweaver-Burk nabizi navic rychlé a nazorné zobrazeni riznych metod enzymatické inhibice.

Toto je dobie zndzornéno na Obrazku 4 [40].

A Suturabul v B Metoda Limeweaver Burk € Metoda Eadie-Hofstre
v 1w v
1 1
" 1.k 1,1
Vo Vo Bl Vo
VoV |-~ WV
¥
; 1K, \
: ey
K [l 15

Obrazek 3: Porovnani riznych metod zndzornéni kinetiky enzymii Prevzato a upraveno z [41]

Vyuiiti metody Lineweaver-Burk na znazornéni enzyvmatické inhibice

= ¥ mhabatorem — § bbby caem — & inhabstorem
1 ,'"II/ = bz imhibiton ¥ / = bez mhibitoru il / = bez inkibitons
1115 11151 1115l
Kompetitivni inhibice Akompetitivni inhibice Nekompetitivai (smisend)
Ko snizend Ko smiZené inhibice
Vi nezménéné Vo snidené Bt nezménéné
Kot/ Ve zmndngné Kot/ Ve nezménéng Vi sniZend

Bostd Wt sménéng

Obrazek 4:Znazornéni riznych zpusobu inhibice s vyuZitim metody Lineweaver-Burk Prevzato a Upraveno z [42]

Tyto metody linearizace maji i ur¢ité nevyhody, které zapti¢inuji chybné urceni parametri
enzymu. Objevily se snahy o zji§t'ovani parametrit Michaelis-Menten skrze metody které nejsou
zaloZeny na linearizaci, naptiklad metoda nejmensich ctvercii. Tyto techniky ale vyzaduji dobry
pocatecni odhad, nenabizeji Zadnou zaruku konvergence na globdlni minimum, jsou citlivé na
pfitomnost odlehlych hodnot a vlivného pozorovéni. To mlzZe mit za ndsledek zjiSténi
neptfesnych hodnot parametrti enzymu. [43]. V literatufe [44] je popsana nova metoda zjiSténi
parametrll enzymu, kterd také neni zaloZena na linearizaci rovnice Michaelise a Mentenové.

Tato metoda je zaloZzena na modifikaci Tukeyovy funkce biweight. Tato metoda poskytla oproti
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standardnim modeltim linearnich metod a metodé nejmensich Ctvercii presné vysledky
parametri enzymu. Tato metoda si klade za cil pfizpisobit model datiim, takze vysledky jsou

odolngjsi vici extrémnim hodnotam a jsou relativn€ konzistentni [44].

1.3.2. Metody stanoveni aktivity umélych enzymi (komplexii)

Pti stanoveni aktivity enzymu se sleduje, kolik produktu se za danou dobu vytvoftilo nebo kolik
substratu bylo spotiebovano. Metody méfeni umélych enzymu (komplexii) jsou obdobné jako
metody méieni prirodnich enzymu. Dilezitym pozadavkem je aby metody fungovali za
pfitomnosti substratu i produktu. Metody stanoveni se daji délit na diskontinualni a kontinuélni
eseje. Enzymatickou eseji se zde rozumi standardizovany postup pro méfeni mnozstvi (a
aktivity) konkrétniho umélého enzymu ve vzorku. Pti diskontinualnich esejich se po urcitém
Case zastavi reakce a zméi se mnozstvi vytvofeného produktu. Casto umi diskontinualni
metoda rozliSovat mezi substratem a produktem, takze neni nutny zadny separacni krok.
Kontinualni esej sleduje prubéh reakce v redlném case. Kontinudlni eseje maji vyhodu
v rychlej§im ziskani vysledku a jakékoli odchylka je vidét ve vyboceni z linearity. Kontinualni
esej ale vyzaduje, aby umélé enzymy zpusobily snadno zjistitelnou zménu fyzikdlniho
parametru v systému. To je uskute€nitelné u reakci, které uvolnuji barevny nebo fluorescenéni
produkt, ale u mnoha jinych reakci nikoli. U nékterych reakci Ize toto fesit tim ze se produkt
prevede na findlni produkt, ktery je uz fyzikalné pozorovatelny. Nekteré enzymy nedovoluji
ani jednu s téchto moZnosti proto jejich esej nelze provadét kontinualn€. Mezi nejbéZznéjsi
instrumentalni metody pro méfeni aktivity enzymil patii spektroskopie, chromatografie a

elektrochemie [45].

1.3.2.1. Chromatograficka metoda

Jedna z nejcastéji vyuZivanych instrumentalnich metod pro stanoveni enzymatické aktivity je
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). HPLC je uspokojiteln€ selektivni metoda,
umoznuje soucasn¢ méfit zménu koncentrace substratu 1 produktu a nabizi vykonani eseje v
rozumné dobé¢. Dalsi vyhodou je rozmanitost rezima, které tato metoda nabizi. Mezi rezimy
patii chromatografie s iontovou vyménou, obriacenymi a normdlnimi fadzemi. Timto se
zvysit citlivost metody oznacenim substratu/produktu radioaktivni, fluorescenéni latkou nebo

zapojenim ultra-vysokého tlaku [47].

Ptikladem wvyuziti HPLC je stanoveni fosforyl trasferazové aktivity polyamoniovych

mikrocykll pfi hydrolyze adenosintrifosfatu (ATP) [48].
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1.3.2.2. Spekroskopicka metoda

Jednim z nejrozsifenéjSich typi spektroskopie vyuzitelné pro stanoveni aktivity enzymu je
spektrofotometrie. Spektrofotometrie je zalozend na méfeni zmény mnozstvi svétla, kterou
konkrétni testovaci roztok absorbuje. Pokud méteni probiha ve viditelném spektru (VIS), je
zaroveil mozné zaznamenat zménu barvy ve vzorku (kolorimetrie). Méfeni muze také probihat
v UV spektru [49]. Prikladem spektrosfotometie je kolorimetrické méteni peroxidazové aktivity
Fe(II)-kordinac¢nich polymernich nanohydrogelti na substratu H,O, [50]. Dalsi ptiklad je

v experimentalni ¢asti této prace.

Dal8imi druhy spektroskopickych metod jsou naptiklad fluorimetrie, kterou je mozné vyuzit na
stanoveni aktivity nanokatalyzatoru Pd/C na reakci substratu bis-allyloxykarbonyl rhodamin
110 na produkt rhodamin 110 [51]. Radiometrie, kterou je mozné pouZzit pro stanoveni
N-demethylazové aktivity aminofenazonu na substratu methyl — aminopyrin ozna¢enym
izotopem '*C [52]. A v neposledni fadé chemiluminiscence, ktera se miize pouZit pro stanoveni

aktivity Cu(Il) komplexu katalyzujici reakci luminol chemiluminescence [53].

1.3.2.3. Elektrochemicka metoda

Tato metoda se Casto pouziva k mefeni oxiddzovych enzymd, které obvykle katalyzuji reakci,
ktera je znazornéna na Obrazku 5. Vnikajici produkt této reakce (peroxid vodiku) je mozno
vyuzit k elektrochemickému stanoveni aktivity mnoha umélych enzyma které katalyzuji

oxidoreduktazové reakce [54].

oxidaza
substratox + H,O + O, —> substratred + H-0»

Obrazek 5:Typicka reakce katalyzovana oxidazovymi enzymy Prevzato a upraveno z [54]

Na zéklad¢ meéfené veliiny a zplsobu provedeni existuji rizné varianty této metody.
Elektrochemické stanoveni mé potenciondlni vyhody oproti ostatnim metoddm v
jednoduchosti, ekonomicnosti, rychlosti. Stanoveni nevyZaduji vedlejSi enzymy, toxické

kosubstraty ani velké mnozstvi vzorku [55,56].

Ptikladem vyuziti elektrochemické metody je vyuziti cyklické voltarimetrie na stanoveni

superoxid dismutdzové (SOD) aktivity Mn (III) porfyrinti na substratu xanthin [57].
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1.4. Porovnani aktivity enzymii a umélych enzymiu

Pfirodni enzymy jsou aktivni pouze za biotickych podminek a Casto maji velice uzky
katalyticky ucinek. U umélych enzyml je mozné vytvaret struktury s konkrétnimi
pozadovanymi vlastnostmi. Je mozné vytvofit struktury odolné vici ur¢itému rozmezi teploty,
tlaku a pH. Pro umélé enzymy je tedy vSeobecné mozné byt aktivni v abiotickych podminkach

a mit katalytické schopnosti i v extrémnich podminkach [11,58].

Ptirodni enzymy, ale maji diky rafinovanosti ptirody v n¢kterych chemickych oblastech vétsi
aktivitu. Napiiklad pfirodni katechol oxiddzovy enzym izolovany ze sladkych brambor
(Ipomoea batatas) ma molarni aktivitu kea= 8,25-10° h'! [59]. To je témé&f 255krat vice neZ je
molarni aktivita umélého enzymu s nejvetsi molarni aktivitou v literatuie [21], kterd nabizi
prehled 127 riznych katechol oxidazovych (katecholazovych) umélych enzymu. VSechny tyto
uvedené aktivity byly méfeny na substratu 3,5-di-tert-butylkatechol (3,5-DTBC).

Dalsim ptikladem porovnani aktivit pfirozenych a umélych enzymu je supramolekularni umély
enzym Fe4SP@HKUST-1(Cu). Tento enzym strukturné napodobuje hem a vykazuje tim
peroxiddzovou aktivitu. Peroxiddzova aktivita se méfi na substratu kyselina 2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonovad) (ABTS). Substrat ABTS enzymaticky reaguje s H2O2 na

ABTS", tato reakce je znazornéna na Obrazku 6 [23].
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Obrdzek 6: Reakce pouzivand pro stanoveni peroxiddzové aktivity Prevzato a upraveno z [60]

Piirozeny enzym vykazujici peroxiddazovou aktivitu a ktery se casto pouziva k porovnani
peroxidovych aktivit je myoglokbin z konského srdce (hhMb). Mioglobin z koniského srdce ma
prostetickou slozku hem. Pti reakci byl sledovan nartst absorbance pti 660 nm po ptidani H>O»
k enzymu a ABTS. Bylo naméfeno Ze 6 mg Fe4SP@HKUST-1(Cu) v ethanolu mé¢l rychlost
rozkladu H>0; 0.3 pMagts s”/uMpem a bylo zkonvertovano 50 % [ABTS] za mol hemu
v porovnani s hhMb. Pfirozeny enzym hhMb (pH 6.5) mél rychlost rozkladu H2O:
3.2 uMagTs 8" /UMHem [23].

Posledni ptiklad porovnani aktivit pfirozenych a umélych enzymi je proteinovy umély (semi

synteticky) enzym IFABP-PX60, ktery ma tyrosin aminotransferazovou (TAT) aktivitu [2]. U
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pfirodnich enzyma existuji rizné hodnoty aktivit enzymi v zavislosti na tom, zjakého
organismu byl enzym ziskdn. V této praci je uveden ptirozeny enzym TAT z Mus musculus.

Reakce, na které byly aktivity métfeny je na Obrazku 7.

OH

] ° i I
e] 0
- o m + o
SN
NH; OH OH HO o] OH NH,

07 ™oH

L-tyrosin 2-oxoglutarat 4-hydroxyfenylpyruvat Kyselina L-glutamova

Obrazek 7: Reakce, kterou katalyzuji aminotranferazové enzymy Nakresleno, zdroj informaci:[2]

Parametry aktivity obou enzym jsou vidét v Tabulce 2. Aktivita pfirozeného enzymu je az na
Michaelisovu konstatu ve vSech ohledech vyssi. Je ale nutné poznamenat Ze zaznamenana
aktivita pfirodniho enzymu byla zmétfena pifi optimélnich podminkach (pHoptimudm =7,

Toptimum =38°C) [61].

Tabulka 2:Porovnani aktivity umélého enzymu

Enzym Km (mM) Keat (s71) keat/KM (s"'mM1) | Zdroj
TAT z Mus musculus 1.8 25,66 14.16 [61]
IFABP-PX60 1.8 8,06-107 4,48 -107° [2]

1.5. Prehled umélych enzymii (komplext) médi a jejich vyuziti.
Existuje velké mnozstvi supramolekularnich umélych enzymii (komplexti) médi vykazujici
ruzné aktivity — superoxid dismutazovou (SOD) [62], peroxidazovou [23, 63], nukleazovou

[64], tyrozindzovou [58], proteazovou [64] a kataldzovou [65].

Praktické pouziti umélych enzyml s témito aktivitami zahrnuje naptiklad vyuziti
peroxiddzového méd-kreatinového komplexu na oxidaci 3,3°,5,5" -tetramethylbenzinidu
(TMB), coz je mezikrok jedné z moZznych metod detekce DNA [66]. Dale naptiklad vyuziti
kataldzového NO2-MOFs, ktery je schopn katalyzovat barevnou oxida¢ni reakci TMB s H2O»
na TMBox. Glutathion interaguje s TMBox tim, Ze inhibuje barevnou reakci. Této skutecnosti se
vyuziva pti NO2-MOFs kolorimetrické detekei glutathionu [67]. Dalsi vyuzitelnou vlastnosti
téchto komplexti je ze mnoho Cu(Il) komplext s riznymi ligandy projevuji protibakteridlni a
protiplisiové ucinky [68], coz vedlo k vyzkumu mozného vyuziti Cu(Il) komplexti proti

bakterii zlaty stafylokok (Staphylococcus aureus) [69].
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Tato prace se ale bude nadéle zabyvat u komplexti médi hlavné aktivitou katechol oxidazovou
(katecholdzovou), kterd se objevuje u mnoha komplexi médi. Komplexy médi
s katecholdzovou aktivitou jsou v soucasnosti velmi zkoumany a je jim davana velka pozornost

[70-95].

Mechanismy katechol oxidazové aktivity médi jsou probrany v Kapitole 2. Tyto enzymy je
mozné vyuzit v prumyslovém meéfitku na aktivaci molekularniho kysliku, ktery se z
ekonomickych a environmentalnich ditvodul Siroce vyuziva jako oxidac¢ni ¢inidlo. Zaktivovany
molekularni kyslik lze wvyuzit na organické syntézy a na vyvazeni meziproduktd
s pozadovanimi vlastnostmi ve vyrobé 1é¢iv, agrochemikalii a dalSich Cistych chemikaliich
[21]. Dalsim ptikladem vyuziti je modifikace povrchu zlaté¢ elektrody dvoujadernym
komplexem médi [Cu',(Ldtb) (u-OCH3)](BPhy) a chitosanovou vrstvou. Vysledny biosenzor
poté umi ptesné stanovit dopamin i v rusivém prostiedi kyseliny askorbové a mocové [96].
Dal$im zajimavym vyuzitim je zaclenéni [Cux(HL)(u-CH3COO)](ClO4) do uhlikové pastové

elektrody na stanoveni katechinu v ¢aji [97].

Tyto enzymy vznikaji spojenim ligandu (donor) a centralniho atomu médi (akceptor). Pro popis
jejich struktury se proto ¢asto pouziva popis struktury ligandu. Tyto ligandy jsou N- donorni.
Témto ligandiim se Casto v rdmci ¢lanku (prace) piifazuje kod s ¢islem (napt. HL23), aby Cu
komplexy mély jednodussi chemicky vzorec. Struktury nékterych téchto ligandi jsou vidét na
Obrazku 8. V Tabulce 3 je zpracovano 9 umélych enzymi (komplextl) médi, které maji nejvyssi
molarni rychlost ze 127 rtiznych katechol oxidazné¢ aktivnich komplexti médi v literatute [21].

VSechny tyto uvedené aktivity byly métfeny na substratu 3,5-DTBC [21].
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Obrazek 8: Priklady ligandii pro vyrobu umélych katechol oxidazovych enzymii médi Prevzato a upraveno z [21]
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Tabulka 3: Prehled umélych katechol oxidazovych enzymui, které maji vysokou aktivitu Prevzato a upraveno z [21]

Vzorec Rozpoustédlo | keat | Km Vmax Keat/Km Zdroj
Y | mM) | (mM-s1) | [mM1sT)
[Cu2(H2L8)(OH)(H20)(NO3)]3* Methanol 9 2,3 9-10! 3,91 [71]
[Cuz2(L6)(N3)3] Methanol 8 0,7 8-10°! 11,43 [71]
[Cu2(L20)(N3)2-2H20] Acetonitril 6 3,7 610" 1,62 [74]
[Cuz(L17)(N3)2:2H20] Acetonitril 6 9,7 610! 0,62 [74]
[Cuz(L19)(N3)2-2H20] Acetonitril 5 3.4 5-10° 1,47 [74]
[Cuz2(L17)(N3)2-2H20] Methanol 5 2,3 5-10°! 2,17 [74]
[Cuz(L6)(OH)(H20)2]** Methanol 4 7,6 4107 0,53 [71]
[Cu(L1)(H20)(NO3)]2* Methanol 4 49 4107 0,82 [71]
[Cu(L5)(H20)(NO3)]: Methanol 3 2,1 3-10°! 1,43 [71]
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2. Mechanismy katecholdazové aktivity komplext médi

2.1. Popis mechanistickych drah katecholazové aktivity komplexi médi
Katechol oxidazové (katecholazové) enzymy maji schopnost oxidovat katecholy (napf.
pyrokatechol) na ortho-chinony (napf. ortho-benzochinon). VSeobecné existuji dva typy
mechanistickych drah katechol oxidace. Pfi prvnim se vytvaii dvé molekuly ortho-chinonu a
vody. V Obrazku 9 je to mechanismus B, C, D [21]. Existuje nékolik komplexti médi, které
reaguji podle téchto mechanismi [75,76]. Také ale existuje velké mnozstvi komplexti médi
[77-81], které provadi oxidaci 3,5-di-tert-butylkatecholu (3,5-DTBC) na 3,5-di-tert-butyl-o-
benzochinon (3,5-DTBQ) s vedlejsim produktem H>O» pomoci mechanismu A (Obrazek 9)
[21].
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Nejcastéji pouzivanou reakci pro méteni katecholazové aktivity je oxidace 3,5-DTBCna  3,5-
DTBQ. Ptesny popis mechanistickych drah této reakce, pti vyuziti komplexit médi byl
zkoumam mnohymi védeckymi skupinami. Vyzkum zjistil, ze ackoliv u pfirodnich
katecholazové enzymii Cu(Il) se vytvaii jako vedlejsi produkt ctyfelektronové redukce kyslik
a vodu, u komplexii médi probihd reakce casto jinak. U komplexi médi reakce O
s katalyzatorem pfi reakci katecholu na ortho-chinon zfidkakdy vytvoii vodu, ale vétSinou

provede dvouelektronovou redukci kysliku a vytvoii HO [21].

U vétSiny provedenych mechanistickych studiich vytvaiely Cu(I) a Cu(Il) komplexy spise H2O»
nez vodu. [70,79-83]. Oproti tomu u mechanismil nékterych komplexii se vytvari jako vedlejsi
produkt voda [76,85]. Bohuzel ale tyto mechanismy nemaji podrobné studie, které by je
potvrdily. [21].

Vyzkum déle ukazal ze se komplexy lisi z hlediska vazby a oxidace substratu v zavislosti na
tom, zda se jedna o jedno nebo dvoujaderny komplex. Popsané mechanismy pro jednojaderné
komplexy jsou znazornény na Obrazku 10 [21]. V tomto obrazku je mechanismus A
zpracovany podle literatury [73], mechanismus B je zpracovany podle literatury [86],
mechanismus C je zpracovany podle literatury [87], mechanismus D je zpracovany podle

literatury [88].

Popsané mechanismy pro dvoujaderné komplexy jsou znazornény na Obrazku 11. V tomto
obrazku je mechanismus A zpracovany podle literatur [82,89] mechanismus B je zpracovany

podle literatury [90], mechanismus C je zpracovany podle literatury [91].
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2.2. Vliv nejdiilezitéjSich faktori na katecholazovou aktivitu komplext médi
Studium katecholazové aktivity komplexi kova ukazal, ze tato aktivita je fizend mnohymi
faktory katecholdzové aktivity pro komplexy médi jsou popsany v textu nize. Mimo nich
vyzkum také naznacuje ze synergismus ligandu a kovu siln¢€ ovliviiuje afinitu komplexu k

substratu a zména naboje kovu méni afinitu ke kysliku [21].

Prvnim faktorem pro katecholdzovou aktivitu umélych enzymut (komplext) médi je pocet Cu
center [11]. V literatuie [11] jsou zaznamenany zmeéfené mono-, di-, tri- a tetranuklearni
komplexy a nejveétsi aktivitu maji dinuklearni komplexy. Mechanismus zmény katecholu na o-

chinon totiz vyzaduje, aby byly dva ionty médi v aktivnim centru blizko sebe [70,92].

Druhym faktorem je vzdalenost Cu center. VSeobecnym pravidlem je, Ze nejvyssi aktivita u
dvoujadrovych enzymi se projevuje v rozpéti vzdalenosti Cu center 2.90 A-2.99 A. Piikladem
jsou komplexy 1,2, které maji optimalni vzdalenosti Cu center. Komplex 1 mé vzdalenost Cu

center 2,9930 A a komplex 2 2,9866 A [11,93].

Tfetim faktorem je hydrofobnost prostfedi, kterd je vytvofena spravnym typem ligandu
navazanym na Cu jadro [11]. Toto je naptiklad vidét na komplexech 3 a 4, které byly métené
ve stejném pufru (methanolu) za pH 7,5. Tyto dva komplexy se lisi v jedné donorni skuping.
V komplexu 3 je na Cu navazany N atom z pyridinu a v komplexu 4 je na Cu navazany N atom
z alifatického aminu. M¢éfeni aktivit téchto komplexti ukazalo, Ze vice hydrofobni ligand
v komplexu 3 vytvofil vétsi katecholazovou katalytickou efektivitu nez méné hydrofobni ligand
v komplexu 4. Dalsi diivodem vyssi aktivity komplexu 3 je nizs§i hodnota pKa, ktera vytvari

hydrolyzované aktivni formy komplexu a tim navysuje aktivitu [94,95].

Struktura vSech zminénych komplext je zndzornéna na Obrazku 12 a kinetické parametry se
vzorcem téchto enzymu jsou v Tabulce 4. VSechny tyto uvedené aktivity byly méfeny na

substratu 3,5-DTBC.
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Tabulka 4: Kinetické parametry komplexit médi demonstrujici vliv riiznych faktorii na katecholazovou aktivitu Prevzato z:[11]

Cislo Vzorec Keat (s) | Km Vmax Kea/  Km | Zdroj

komplexu (mM) (mM:- s) | [mM1s1]

1 [Cuz(L26)2(NCS)2] 11,4107 | 51-100 | 5,7-10% | 224102 | [93]
L26= 2-(hydroxymethyl)-pyridin

2 [Cua(L27)2(NCS)2] 132:10% | 63107 | 6,6:10% | 2,09102 | [93]
L27= 1-dimethylamino-2-propanol

3 [Cu2C24H4sC1aN5gO26] 79,0-10° | 5,2:10! 2,4-1073 1,52:101 [94]

4 [Cu2C20H41C1aN5020] 102:102 | 2,0 3,1-10° | 5,19-102 | [95]

Komplex 1 Komplex 3 Komplex 4

Obrazek 12: Struktura komplexit médi demonstrujici viiv riznych faktorii na katecholazovou aktivitu Prevzato z [93,94]

Ctvrtym faktorem je spravna geometrie aktivniho mista, ktera usnadiiuje pfistupnost pro
substrat [74]. Aktivni mista Cu katecholdzy maji mit takovou geometrii, aby se minimalizovala
zména geometrie pii pfeméné Cu'«» Cu'. Diky tomu bude aktivni misto stabilni a efektivni.
Nejvice aktivni komplexy literatury [21] jsou pfemosténé fenoxidem a jsou malo pruzné a
vétsinou jsou rovinné do tvaru ¢tverce. Dinuklearni Cu komplexy z literatury [71] s ligandem
L1-L10 (Obrazek 8) maji vzdy s fenoxidovym mustkem na jedné strané dalsi , fenoxidovy
hydroxidovy nebo azidovy miustek na stran¢ druhé. Geometrie kolem stfedt kovu je u téchto
komplexii zkiiveny oktaedr nebo ctvercova pyramida nebo rovinnd do tvaru Ctverce s
dostupnymi koordina¢nimi misty pro vazbu substratu nebo kysliku. Tyto komplexy maji

vysokou katalytickou uc¢innost [21].

Patym faktorem je povaha rozpoustédla. Povaha rozpoustédla je dilezity faktor pro posuzovani
enzymatické aktivity, protoze stejny komplex ma jinou aktivitu v riznych rozpoustédlech.
Ptikladem je jiz dfive zminény (Obrazek 8, Tabulka 3) komplex [Cux(L17)(N3)2-2H20], ktery
byl méten na substratu 3,5-DTBC.v acetonitrilu a methanolu. Naméfené kinetické parametry

jsou uvedené v Tabulce 5 [74].
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Tabulka 5: Kinetické parametry komplexu [Cux(L17)(N3)2-2H20] méreného v acetonitrilu a methanolu Prevzato z:[11]

Vzorec Rozpoustédlo Keat (s) Km Vmax Keat/ Km [MM™ | Zdroj
(mM) (mM: s) Lg1)

[Cu2(L17)(N3)2 Acetonitril 6 3,7 610" 1,62 [74]

2H20] Methanol 2 1,7 210! 1,18 [74]

Sestym faktorem, jehoZ studium je mozné najit napiiklad v literatute [65], je vliv typu

imobilizace komplexu (enzymu) nebo jejiho neprovedeni na katecholdzovou aktivitu.
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3. Moznosti konstrukce biosenzori na bazi umélych enzymi pro

elektroanalyzu

3.1. Predstaveni biosenzorii a jejich klasifikace

Biosenzory jsou chemické senzory, obsahujici citlivou biorekognic¢ni slozku (BRS) biologické
povahy. BRS interaguje s analytem bud’to biokatalytickym (katalytickym) nebo bioafinitnim
(nekatalytickym) mechanismem a vysledkem této interakce je biorekognicni signal.
Biokalyticky mechanismus je pfeména analytu pomoci enzymatické reakce katalyzované BRS.
Meéieni pomoci tohoto mechanismu je vhodné pro sledovani koncentraci v fddech mM —uM
a mohou byt pouzity pro kontinuadlni méfeni. K biokatalytickym BRS patii enzymy,
mikroorganismy a tkdné€. Bioafinitni mechanismus je tvofeni komplexu BRS-analyt. Méteni
pomoci tohoto mechanismu je dobfe vyuzitelné v méteni hladiny hormont, steroidd, 1ékd nebo
rakovinnych markera v fadech koncentracich uM — pM. K bioafinitnim BRS patii protilatky,
nukleové kyseliny (napt. DNA), lektiny a receptory [98,99].

BRS miiZe byt soucésti nebo je v t€sném kontaktu s fyzikalné-chemickym prevodnikem.
Ptevodnik pfevadi biorekogni¢ni signal na 1épe méfitelny (nejCastéji elektricky ) signal, ktery
je prfimo umérny koncentraci jedné nebo nékolika (skupin) chemickych latek ve vzorku [98].
Tento signal se poté dale pievadi na vystupni data (Obrazek 13). Biosenzory je mozné rozdélit
na zakladé vyuzitého pfevodniku na elektrochemicky opticky hmotnostni (piezoelektricky) a

kalorimetricky biosenzor [100].

Analit Biorekognitni
|atky
oV S o S Elektrochemicky
°w &
Enzym Opticky e .
° PR ‘:;:Iair:a'rll'l? a zesileni Ziskani a
"‘._"!‘I'\ . - . } - r
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'S Fi} Tkah
Biorekogniéni signal Elektricky signal
Detektor Pfevadnik Systém pro prevod naméfenych hodnot na vystupni data

Obrazek 13: Obecné schéma biosenzoru Prevzato a upraveno z [101]

3.2. Elektrochemické biosenzory na bazi umélych enzymi

Podle rozde€leni uvedeného v piedchozi podkapitole se jedné biokatalytické elektrochemické

biosenzory. BRS je latka napodobujici ¢innost pfirodniho enzymu tzn. umély enzym. Existuje
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vice typd elektrochemickych  pfevodniki  (konduktometricky, = amperometricky,

potenciometricky a voltarimetricky), které se lis§i v méfenim elektrickém parametru [100].

3.2.1. Biosenzor vyuzivajici magnetické nanocastice Fe3O4 pro detekci cholinu
Zlata elektroda byla modifikovana cholin oxiddzou a magnetickymi peroxidazovymi

nanocastici (nanoenzymu) Fe3Os, ¢imz vznikl citlivy biosenzor pro detekci cholinu.

Schéma vyroby tohoto biosenzoru je na Obrazku 14. Nejprve byla zlata elektroda namacena po
8 hodin v 10 nM cysteamin hydrochloridu. Po promyti nenavazaného cysteamin hydrochloridu
byla upravena elektroda namacena v 5% glutaraldehydu po dobu 4 hodin. Dale byla tato
glutaraldehydem upravend elektroda po 6 hodin vystavena piisobeni 2 mg ml"! nanoenzymu
Fe304 modifikovanym chitosanem. Poté byla upravend elektroda opét ponotfena do 5%
glutaraldehydu po dobu 4 hodin. Na zavér byla sestavena elektroda spojena s 2 mg ml™!
cholinoxidazy (ChOx) z Alcaligenes faecalis po dobu 6 hodin pii 25°C. Sestavovaci
rozpoustédlo byl vzdy 0,02 M fosfatovy pufr (pH = 7,0), tento roztok se také pouzival po
kazdém jednotlivém kroku k oplachovani. Elektroda, kterd byla takto pfipravend byla oznacena
jako Au/ CH / GA / Fe304+~MNPs / GA / ChOx a byla uchovavana v fosfatovy pufru pii 4 °C
dokud nebyla pouzita [102].

NH, 0 9 O
sy~ s~ CHO CHO CHO
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o —_— T
NH2 NHz NH;g N N N

(3)

CTTT o QOO0
PPT L 090 548

N N N GA (4) N N ChOx (5) 2N 2N 2N

———

Obrazek 14: Schéma vyroby biosenzoru Au / CH/ GA / Fe3O4+—MNPs / GA / ChOx Prevzato z [102]

z

S vyuzitim biosenzoru Au/ CH / GA / Fe304-—-MNPs / GA / ChOx se dikaz cholinu ve vodném
roztoku fidi podle schématu na Obrazku 15. Aktivita Fe;Os4 vtomuto biosenzoru je

peroxidazova. Dikaz cholinu byl proveden pomoci square-wave voltametrie [102].
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Pokud se v této metod¢ pouzije redukéni elektricky proud jako detekéni signdl je mozné
v biosenzoru Au/ CH / GA / Fe3;04—MNPs / GA / ChOx efektivné snizit interferenci kyseliny
askorbové a mocové. Detekeni limit je ptiblizné 0,1nM (S/N = 3) [102].

0; ChO, Glycin betain aldehyd
Au elektroda
B FesOy ux
e H0; ChOeg Cholin

\

FeiOy rea H-O

Obrazek 15: Schéma reakce ditkazu cholinu ve vodném roztoku Prevzato z [102]

Elektroda, kterda ma modifikaci s nanoenzymem Fe3Os4 mé oproti elektrode, kterd tuto
modifikaci nema lepsi citlivost pti diikazu cholin chloridu. Dale ma vyuziti Au/ CH / GA /
Fe;04 —MNPs / GA / ChOx na katalyzu redukce H>O> vyhodu oproti pfirodnim peroxiddzdm
(napf. myoglobinu z konského srdce) ve vyssi stabilité, lehké ptiprave, magnetické separaci a
obohaceni. Tento biosenzor celkové vykazoval dobrou citlivost, selektivitu a stabilitu pfi
detekci cholin chloridu, proto slouzi jako dobry piiklad mozného budouciho vyuziti

nanomateridlli s dobrymi analytickymi vlastnostmi v biosenzorech [102].

3.2.2. Biosenzor vyuzivajici Ru(CN)s ukotvené do Skvary pro detekci H.O: a
glukozy

Vyroba tohoto biosenzoru zacina tim, Ze byla uhlikové pastova elektroda (CPE) modifikovana
prumyslovou odpadni Skvarou obohacena zelezem (CFe*). Do této Skvary bylo poté stabilné
ukotveno Ru(CN)s, ¢imzZ se na elektrodé vytvofil hybridni rutheniovy nachovy komplex (RP)
a elektroda se mlze poté souhrnné oznacit jako CPE/CFe*-RP. CPE/CFe*-RP byl vyuZit pro
hydrodynamickou analyzu (v rotaci) H2O> v malém detekénim potencialu 0,0 V proti referencni
elektrodé Ag/AgCl v amoniovém pufru (pH = 7). Vyhoda nizkého detek¢éniho potencidlu v
systému je v tom ze lze jednoduseji zabranit interferenci vzniklé z elektrochemické oxidace
jednoduse oxidovatelnych substratli. Tato vysoce aktivni, selektivni a stabilni elektroda je
funkci podobna peroxidazovému enzymu, chové se jako umély peroxiddzovy enzym. Pti
méfeni elektroda vykazuje kalibra¢ni kiivku az do 0,8mM H»O» pfi rotaci (o = 3600 rpm) se
smérnici (0,1 1pA/uM) a detekénim limitem 33 nM koncentrace H>O2 (S/N = 3) [103].
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CPE/CFe*-RP. CPE/CFe*-RP elektroda byla poté obalena glukézaoxiddzou (GOx) z
Aspergillus niger a Tosflexem (Ts). Tento biosenzor je poté mozné souhrnné oznacit jako

CPE/CFe*-RP. CPE/CFe*-RP/GOx/Ts. Souhrnné schéma celé vyroby je na Obrazku 16 [103].

{A) CPE/ICFe” (B) CPE/CFe*-RP (C) CPE/CFe*-RPIGOx (D) CPE/CFe*-RP/GOxTs

hybridni rutheniowy
nachovy komplex

Tosflex

e
rakotven| obalenl ?::fii:::rn
BN glukdzaoxidizou (0,9 wi)

L e——

hydrofilni miste

-D‘:-RP @ cox () BSA — Ga

Obrazek 16: Schéma vyroby biosenzoru CPE/CFe*-RP/GOx/Ts Prevzato a upraveno z [103]

V biosenzoru CPE/CFe*-RP/GOx/Ts probihd smiSeny reakéni mechanismus, kde obé reakce —
rozpad H>O» (peroxidazova aktivita umélého enzymu) a oxidace glukdzy (oxidazova aktivita

gluk6zaoxidazy) probihaji soucasné. Schéma oxidace glukdzy je na Obrazku 17 [103].

e T R

D-glukdza (FAD) (FADHy) &-glukonolakton
Hy0s 0,

Obrazek 17: Reakcni schéma oxidace glukozy Prevzato a upraveno z [103]

Optimalni podminky pro méfeni glukdézy pomoci biosenzoru CPE/CFe*-RP/GOx/Ts jsou
pH =7 a o = 3600 rpm, cozZ je podobné jako optimalni podminky u detekci H2O2, coz dale
dokazuje Ze se tento biosenzor hodi pro sledovani glukézy. Tento biosenzor také méfi pii
malém potencidlu. Kalibracni kiivka pouzivajici jednoduchou hydrodynamickou i-t kiivku
ukazala pii @ = 3600 rpm, sklonu 5,4uA/uM a E = 0,0 V linearni zévislost az do 2mM
koncentrace glukézy. Za optimalnich podminek byla také zhodnocena reprodukovatelnost
systému a relativni smérodatna odchylka (RSD) byla 3,6% pro 12 uspé$nych analyz 50 uM
roztokli glukézy. Detekéni limit biosenzoru CPE/CFe*-RP/GOx/Ts je 0,35uM [103].
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CPE/CFe*-RP/GOx/Ts je tedy citlivéjsi nez podobny biosenzor zalozeny na hlin¢//RP/GOx
elektodé. [104].

CPE/CFe*-RP/GOx/Ts ma dvé vrstvy —enzymovou a ochranou, vykazuje dobrou dobu odezvy,
linearitu, stabilitu a detekéni limit, a to i pfi silném hydrodynamickém zatizeni. Bylo také
zaznamenano ze biosenzor CPE/CFe*-RP/GOx/Ts proméfil s uspokojivymi vysledky také
nekteré léky, které obsahuji glukézu. CPE/CFe*-RP/GOx/Ts ma také potencial byt do
budoucna upraven na jednorazové a kontinudlni biosenzory, coz mize napomoci jeho SirSimu

vyuziti.[103].

38



4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pomiucky a chemikalie

4.1.1. Chemikalie

Methanol

Acetatovy komplex médi /Cu2L(OH)(H20)(EtOH)](ClO4)

(syntetizovany na Katedre obecné a anorganické chemie Univerzity Pardubice)
Epinefrin (adrenalin)

Dopamin

Noradrenalin (norepinefrin)

4.1.2. Pomicky

4 x Plastova zkumavka 15ml

4 x Odmérna banka 10ml

1 x Mikropipeta 0,5ul — 10ul

1 x Mikropipeta 10 pul —100 pl

1 x Mikropipeta 100ul — 1000 pl
2 x Kadinka

2 x kyveta

1 x Lzicka

1 x Ultrazvukova lazen

1 x Analytické vahy

1 x Spektrofotometr: Shimadzu UV-2450 UV-Vis Spectrophotometer (Obrazek 18)
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Obrazek 18: Merici pristroj Shimadzu UV-2450 UV-Vis Spektrofotometr

4.2. Priprava a uchovavani zasobnich roztoki

4.2.1. Priprava 0,01 M roztoku [Cu:L(OH)(H:0)(EtOH)](CIOy);

Na analytickych vahach bylo navdZeno 69,22mg acetatového komplexu médi a poté
kvantitativné pfevedeno do 10ml odmérné baiiky. Do bariky byl poté nalit methanol, batika byla
dikladné¢ promichdana a pro lepsi rozpusténi komplexu byla baiika dana na minutu do
ultrazvukové lazn€. Nasledné byla batika doplnéna po rysku methanolem a znovu diikladné

promichéna.

4.2.2. Ptiprava 0,1 M roztoku epinefrinu

Na analytickych vahach bylo navazeno 219,67mg epinefrinu a poté kvantitativné pievedeno do
10ml odmérné banky. Do baiiky byl poté nalit methanol, banika byla dikladné promichéana a
pro lepsi rozpusténi epinefrinu byla banika dana na minutu do ultrazvukové lazné€. Nasledné

byla barka doplnéna po rysku methanolem a znovu dikladn¢ promichéna.

4.2.3. Ptiprava 0,1 M roztoku dopaminu
Na analytickych vahéch bylo navazeno 189,64mg dopaminu a poté kvantitativné pievedeno do

10ml odmérné banky. Do banky byl poté nalit methanol a barika byla dikladné promichéna.

vvvvv

dobu. Banka byla poté doplnéna po rysku methanolem a znovu dikladné€ promichana.
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4.2.4. Priprava 0,1 M roztoku noradrenalinu

Na analytickych vahach bylo navazeno 205,64mg noradrenalinu a poté kvantitativné pievedeno
do 10ml odmérné baiiky. Do banky byl poté nalit methanol, bainka byla dikladné promichéna
a pro lepsi rozpusténi noradrenalinu byla barika dana na minutu do ultrazvukové lazné.

Nasledné byla banka doplnéna po rysku methanolem a znovu ditkladné promichana.

4.2.5. Uchovavani zasobnich roztoki

Vsechny zésobni roztoky byly po jejich piipravé za ucelem snadnéj$iho pipetovani a ochrany
pted rozbitim a naslednou ztratou roztoku ptelity do oznacenich 15ml plastovych zkumavek.
Zasobni roztoky v plastovych zkumavkach byly v dob¢ kdy se s nimi neméfilo uchovavany v

lednici, aby se zamezilo degradaci (hlavné u dopaminu) chemikélie.
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Méfeni UV-VIS spekter pri oxidaci vybranych neurotransmiteru s

vyuzitim acetatového komplexu médi

Mg¢teni probihalo ve spektrometru Shimadzu UV-2450 UV-Vis Spectrophotometer v rozmezi
vlnové delky 200nm — 800nm. M¢tfenou reakci byla oxidace neurotransmiterti katalyzovana
acetatovym komplexem médi. Tato reakce je doprovdzend zmeénou absorbance (a barvy), kterou
je mozné vidét na Obrazku 19. Namétené hodnoty pro epinefrin v Obrazku 20 pro dopamin
v Obréazku 21 a pro noradrenalin v Obrazku 22. U kazdého méteni se nejprve proméfil samotny
3 ul methanolu (v obrazcich zndzornujici graf ¢erné ¢ara). Poté bylo k methanolu ptidano 45ul
0,0IM [Cu:L(OH)(H:20)(EtOH)](ClOy4)> a tento roztok byl poté promeéfen (v obrazcich

znédzornujici graf zelena ¢ara). Poté bylo ptidano 30ul 0,1M roztoku neurotransmiteru a roztok

byl v intervalech 5 minut celkem Sestkrat prométen.

a) b) c) d)

Obrazek 19: a) Mérna kyveta s [Cu:L(OH)(H20)(EtOH)](CIlO4)2 + methanol pripravend k méreni b) Mérna kyveta se
zreagovanim epinefrinem c) Mérna kyveta se zreagovanim dopaminem d) Mérna kyveta se zreagovanim noradrenalinem
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Obrazek 20: Namérené spektrum epinefrinu
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Obrazek 21: Namérené spektrum dopaminu
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Obrazek 22: Namérené spektrum noradreanlinu

5.2. Méreni Kkinetiky oxidace vybranych neurotransmiterti s vyuZitim

acetatového komplexu médi

Z Obrazku 20, 21, 22 je vidét Ze nejlepsi vinova délka pro méfeni kinetiky oxidace epinefrinu
je 775nm a dopaminu i noradrenalinu 750nm. Grafy také naznacuji, Ze nejlepsi kinetické
parametry bude mit komplex [Cu>L(OH)(H>0)(EtOH)](ClO4): pro epinefrin, druhé nejlepsi
pro dopamin a nejhorsi pro noradrenalin. Méteni opét probihalo ve spektrometru Shimadzu
UV-2450 UV-Vis Spektrograf a opét se jednalo o oxidaci neurotransmiterd za katalyzy
[Cu>L(OH)(H>0)(EtOH)](ClO4);. U kazdého neurotransmiteru se méfilo 10 roztoku, které
mély 10 riznych koncentraci neurotrasmiteru. Koncentrace téchto roztokii a objemy zasobnich
roztoktli, které byly pro né¢ odpipetovany jsou vidét v Tabulce 6. Objem odpipetovaného
zasobniho roztoku 0,01M [Cu>L(OH)(H>O)(EtOH)](CIlO4): bylo pro kazdé¢ méteni stejny a to
45l (crcuaLonyH20)EOH)(Clo42 = 150uM). Stejné tak bylo pfi kazdém méfeni pridano 2950 pl
methanolu. V referentni kyveté bylo 3000 pl methanolu. Namétené hodnoty pro epinefrin
v Obrazku 23 pro dopamin v Obrazku 24 a pro noradrenalin v Obrazku 25. Tyto obrazky
znazoriujici grafy opét naznaCuji Ze nejlepsi kinetické parametry bude mit komplex
[Cu>L(OH)(H>O)(EtOH)](ClO4); pro epinefrin, druhé nejlepsi pro dopamin a nejhorsi pro

noradrenalin.

44



A [AU]

0,0 ’ T T T T T 1
0 300 600 900 1200 1500 1800
t[s]

Obrazek 23: Namérenad kinetika oxidace epinefrinu s vyuzitim acetatového komplexu médi
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Obrazek 24: Namérena kinetika oxidace dopaminu s vyuzitim acetatového komplexu médi
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Obrazek 25: Namérena kinetika oxidace noradrenalinu s vyuzitim acetdatového komplexu médi

Tabulka 6: Meérené roztoky neurotransmiterii

Roztok & V [ ¢ [uM]
1 6 200
2 12 400
3 18 600
4 24 800
5 30 1000
6 36 1200
7 42 1400
8 48 1600
9 54 1800
10 60 2000

5.2.1. Kinetické parametry /Cu:L(OH)(H.0)(EtOH)](CIOy); pro epinefrin

Nameétené hodnoty v Obrazku 23 byly prolozeny rovnici regrese polynom 3. stupné, dbalo se
na to, aby byla hodnota spolehlivosti R vétsi nez 0,995. Smérnice grafu k (Vo) byla zapsana do
excel tabulky. Do excel tabulky byla také zapsana pievracend hodnota koncentrace roztoki
epinefrinu a pfevracena hodnota pfislusnych Vo. Obé pievracené hodnoty by pouzity pro graf
v Obrazku 26. V tomto grafu byly hodnoty, které mély vhodnou pfimou zéavislost prolozeny

linealni rovnici regrese a také byla pfidana hodnota, ktera ma soutadnice y = 0, x = -g/k.
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Obrazek 26: Metoda Lineweaver-Burk pro vypocet kinetickych parametrii [CuzL(OH)(H20)(EtOH)](ClO4)zpro epinefrin

Tento graf vyuZziva metodu Lineweaver-Burk (Obrazek 3) pro vypocet kinetickych parametrii

[Cu>L(OH)(H>0)(EtOH)](ClO4): pro epinefrin:
y=kx+gq
y = 674983x + 1626,20

o -1 -1
M~ q 1626,02

7= = 415,07uM
kT 674983

1

=—=———=6,15-10"*AUs !
Vmax = 0 = 1626,02 s

5.2.2. Kinetika oxidace dopaminu

Nameétené hodnoty v Obrazku 24 byly proloZeny rovnici regrese polynom 3. stupné, dbalo se
na to, aby byla hodnota spolehlivosti R vétsi nez 0,995. Smérnice grafu k (Vo) byla zapsana do
excel tabulky. Do excel tabulky byla také zapsdna pfevracena hodnota koncentrace roztoki
dopaminu a pfevracend hodnota ptisluSnych Vo. Obé ptevracené hodnoty by pouzity pro graf
v Obrazku 27. V tomto grafu byly hodnoty, které mély vhodnou pfimou zavislost proloZzeny

linedlni rovnici regrese a také byla pfidana hodnota, kterd ma soufadnice y = 0, x = -q/k.
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Obrazek 27: Metoda Lineweaver-Burk pro vypocet kinetickych parametri [Cu2L(OH)(H20)(EtOH)](ClO4)2 pro dopamin

Tento graf vyuZziva metodu Lineweaver-Burk (Obrazek 3) pro vypocet kinetickych parametrii

[Cu>L(OH)(H>0)(EtOH)](CIlO4); pro dopamin:
y=kx+gq

y = 646396x + 885,01

-1 -1
KM = j = W = 730,38|JM
k 646396
== =11,29 - 10~ *AU s 1
Vmax = 0 = 885 01 s

5.2.3. Kinetika oxidace noradrenalinu

Nameétené hodnoty v Obrazku 25 byly proloZeny rovnici regrese polynom 3. stupné, dbalo se
na to, aby byla hodnota spolehlivosti R vétsi nez 0,995. Smérnice grafu k (Vo) byla zapsana do
excel tabulky. Do excel tabulky byla také zapsdna pfevracena hodnota koncentrace roztoki
noradrenalinu a pfevracena hodnota ptislusnych Vo. Obég pievracené hodnoty by pouzity pro
graf v Obrazku 28. V tomto grafu byly hodnoty, které mély vhodnou piimou zavislost
proloZeny linedlni rovnici regrese a také byla pfidana hodnota, kterd ma soutfadnice y = 0,

x = -g/k.
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Obrazek 28: Metoda Lineweaver-Burk pro vypocet kinetickych parametrii [Cu2L(OH)(H20)(EtOH)](CIlOq)2 pro noradrenalin

Tento graf vyuZziva metodu Lineweaver-Burk (Obrazek 3) pro vypocet kinetickych parametrii

[Cu>L(OH)(H>0)(EtOH)](ClO4)> pro noradrenalin:
y=kx+gq

y = 826633x + 864,23

-1 -1
Ky = __ﬂ = m = 956,50uM
k 826633

=== =11,57 - 107*AU s ~*

max =0 = 864,23 y

5.2.4. Shrnuti  zjiSténych  Kkinetickych  paramenti  umélého enzymu
[Cu:L(OH)(H:0)(EtOH)](ClO):

Michaelisova konstanta [Cu>L(OH)(H>O)(EtOH)](ClO4); byla nejvetsi u substratu epinefrin,

druha nejvétsi byla u dopaminu a nejmensi byla namétena u noradrenalinu. Mezni rychlost byla

naopak nejmensi u epinefrinu a u noradrenalinu byla mirné vétsi nez u dopaminu.

Tabulka 7: Shranuti vyslednych hodnot kinetickych parametrii [Cu2L(OH)(H20)(EtOH)](ClO4): pro vybrané neurotransmitery

Substrat Kwm [uM] Vmax [AU s7]
Epinefrin 415,07 6,15-10%
Dopamin 730,38 11,29-10*
Noradrenalin 956,50 11,57-10*
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6. Zavér

Tato bakalaiska prace se zabyva popisem, studiem a problematikou vyuziti umélych enzymii.
Prvnim cilem bakalaiské prace bylo vytvorit reSersi rozdéleni umélych enzymu; popisu jejich
katalytické aktivity (aktivity enzymit) a srovnat je s pfirodnimi enzymy. Déle bylo cilem popsat
mechanismus katalytického plisobeni u vybrané skupiny umeélych enzymt, a piedstavit
moznosti konstrukci biosenzorti vyuzivajici umélé enzymy. Druhym cilem bakaléaiské prace
bylo provedeni charakterizace katalytické aktivity vybraného komplexu meédi pomoci

dostupnych metod a vysledky kriticky zhodnotit.

Umeélé enzymy mohou byt sloZzené z riznych skeletl. V této praci jsou uvedeny skelety z
polymerid, nanomolekul, proteini a supramolekularnich latek. K jednotlivym skupinam
umélych enzymt jsou uvedeny vhodné ptiklady s popisem katalytického plisobeni. Tato prace
také popsala rizné zplsoby charakterizace a instrumetélni metody stanoveni aktivity enzymu
(komplexit). Ke kazdé instrumentalni metod€ byl uveden konkrétni ptiklad stanoveni aktivity

umélého enzymu (komplexu).

Poté bylo uvedeno porovnani aktivity pfirodnich enzymi a umélych enzymi. Dulezitym
poznatkem je ze pro umelé enzymy je vSeobecné mozné byt aktivni v abiotickych podminkach
a mit katalytické schopnosti i v extrémnich podminkach. Pfirodni enzymy maji ale diky
rafinovanosti pfirody u nékterych reakcich vétsi aktivitu. K tomuto tématu jsou uvedeny tfi
ptiklady porovnani umélych a ptfirodnich enzymii. U vSech porovnani byl pfirodni enzym
mnohonésobné aktivnéjsi.

Také byl uveden piehled umélych enzymi (komplexi) mé&di a jejich vyuziti. Komplexy médi
aktivita katecholdzova. Katocholdzové komplexy médi nalézaji vyuziti v oblasti primyslové
aktivace molekuldrniho kysliku v organické syntéze, vyrobé 1éCiv, agrochemikalii a dalSich
¢istych chemikaliich. Byly uvedeny i1 n¢které ptiklady vyuZiti katocholazovych komplexi médi
v biosenzorech. I z téchto diivodl jsou v této praci popsdny mechanismy katecholdzové aktivity
téchto komplexii. Schémata téchto mechanismi byla v této praci téz uvedena. Byl také uveden
vzdalenost Cu center, hydrofobnost prostfedi vytvofena spravnym typem ligandu, struktura
komplexu, geometrie aktivniho mista, povaha rozpoustédla a typ imobilizace komplexu

(umélého enzymu).
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Poté byly ptredstaveny biosenzory, byla k nim uvedena jejich klasifikace a obecné schéma
biosenzoru. K elektrochemickym biosenzortim byly uvedeny dva konkrétni ptiklady konstrukci
biosenzorti na bazi umélych enzymu (komplext). Oba tyto biosenzory ukazali v mnoha
ohledech své vyhody v analyze biologicky aktivnich latek, coz demonstruje perspektivni

vyuziti biosenzort na bazi umélych enzymu v praxi.

V experimentalni ¢asti byla spektrofotometricky méfena aktivita acetatového komplexu médi
[Cu2L(OH)(H>0)(EtOH)](ClO4)> na substratech epinefrinu, dopaminu a noradrenalinu.
Nejprve bylo zméteno UV-VIS spektrum pii oxidaci epinefirnu, dopaminu a noradrenalinu s
vyuzitim acetatového komplexu médi. Bylo zjisténo Ze nejlepsi vlnova délka pro méteni
kinetiky oxidace epinefrinu je 775nm a dopaminu i noradrenalinu 750nm. Poté byla zmétfena
kinetika téchto reakci. Spektra i grafy kinetiky reakci znazornéné v obrazcich ukazovaly Ze
nejlepsi kinetické parametry bude mit komplex [Cu>L(OH)(H:O)(EtOH)](ClO4)> pro
epinefrin, druhé nejlepsi pro dopamin a nejhor$i pro noradrenalin. Bylo zjisténo ze
Michaelisova konstanta /Cu>L(OH)(H20)(EtOH)](ClO4): byla nejvétsi u substratu epinefrinu,
druhé nejvétsi byla u dopaminu a nejmensi byla naméfena u noradrenalinu. Mezni rychlost byla

naopak nejmensi u epinefrinu a u noradrenalinu byla mirné vétsi nez u dopaminu.

51



7. Pouzita literatura

[1] VODRAZKA, Zden&k. Biochemie. 2. opr. vyd. Praha: Academia, 1996, s. 120-169. ISBN
80-200-0600-1.

[2] BRESLOW, Ronald. Artificial enzymes. Weinheim: Wiley-VCH, 2005. ISBN 978-352-
7606-641. Dostupné z: doi:10.1002/3527606645

[3] LABADI, Imre, Maria BENKO, Kata MARKO a Istvan SZILAGYIL Mimicking a
Superoxide Dismutase (SOD) Enzyme by copper(Il) and zinc(I)-complexes. Reaction Kinetics
and Catalysis Letters. 2009,96(2), 327-333. ISSN 1878-5190. Dostupné z: doi:
10.1007/s11144-009-5526-4

[4] KUAH, Evelyn, Seraphina TOH, Jessica YEE, Qian MA a Zhigiang GAO. Enzyme Mimics:
Advances and Applications. Chemistry - A European Journal. 2016, 22(25), 8404-8430. ISSN
0947-6539. Dostupné z: doi:10.1002/chem .201504394

[5] WEIL, Hui a Erkang WANG. Nanomaterials with enzyme-like characteristics (nanozymes):
next-generation artificial enzymes. Chemical Society Reviews. 2013, 42(14), 5981-6202. ISSN
0306-0012. Dostupné z: doi:10.1039/c3cs35486¢

[6] WU, Jiangjiexing, Xiaoyu WANG, Quan WANG, Zhangping LOU, Sirong LI, Yunyao
ZHU, Li QIN a Hui WEI. Nanomaterials with enzyme-like characteristics (nanozymes): next-
generation artificial enzymes (II). Chemical Society Reviews. 2019, 48(4), 1004-1076. ISSN
0306-0012. Dostupné z: doi:10.1039/C8CS00457A

[71 MATSUO, Takashi a Shun HIROTA. Artificial enzymes with protein scaffolds: Structural
design and modification. Bioorganic & Medicinal Chemistry. 2014, 22(20), 5638-5656. ISSN
09680896. Dostupné z: doi:10.1016/j.bmc.2014.06.021

[8] CHEN, Junfeng, Edzna S. GARCIA a Steven C. ZIMMERMAN. Intramolecularly Cross-
Linked Polymers: From Structure to Function with Applications as Artificial Antibodies and
Artificial Enzymes. Accounts of Chemical Research. 2020, 53(6), 1244-1256. ISSN 0001-
4842. Dostupné z: doi:10.1021/acs.accounts.0c00178

[9] DONG, Zeyuan, Quan LUO a Junqiu LIU. Artificial enzymes based on supramolecular
scaffolds. Chemical Society Reviews. 2012, 41(23), 7890-7908. ISSN 0306-0012. Dostupné z:
doi:10.1039/c2¢s35207a

52



[10] YIN, Yanzhen, Zeyuan DONG, Quan LUO a Junqiu LIU. Biomimetic catalysts designed
on macromolecular scaffolds. Progress in Polymer Science. 2012, 37(11), 1476-1509. ISSN
00796700. Dostupné z: doi:10.1016/j.progpolymsci.2012.04.001

[11] SILAVI, Reza, Adeleh DIVSALAR a Ali A. SABOURY. A short review on the structure—
function relationship of artificial catecholase/tyrosinase and nuclease activities of Cu-
complexes. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics. 2012, 30(6), 752-772. ISSN
0739-1102. Dostupné z: doi:10.1080/07391102.2012.689704

[12] BREINBAUER, Rolf a Eric N. JACOBSEN. Cooperative Asymmetric Catalysis with
Dendrimeric [Co(salen)] Complexes. Angewandte Chemie International Edition. 2000, 39(20),
3604-3607. ISSN 1433-7851. Dostupné z: doi:10.1002/1521-
3773(20001016)39:20<3604::AID-ANIE3604>3.0.CO;2-9

[13] FRANCAVILLA, Charles, Michael D. DRAKE, Frank V. BRIGHT a Michael R. DETTY.
Dendrimeric Organochalcogen Catalysts for the Activation of Hydrogen Peroxide: Improved
Catalytic Activity through Statistical Effects and Cooperativity in Successive
Generations. Journal of the American Chemical Society. 2001, 123(1), 57-67. ISSN 0002-
7863. Dostupné z: doi:10.1021/;a002649+

[14] VITALE, Rosa, Liliana LISTA, Corinne CERRONE, et al. An artificial heme-enzyme
with enhanced catalytic activity: evolution, functional screening and structural
characterization. Organic & biomolecular chemistry. 2015, 13(17), 4859-4868. ISSN 1477-
0520. Dostupné z: doi:10.1039/C50B00257E

[15] TAKAHASHI, Tsukasa, Bao C. VO NGO, Leyang XIAO, Gaurav ARYA a Michael J.
HELLER. Molecular mechanical properties of short-sequence peptide enzyme mimics. Journal
of Biomolecular Structure and Dynamics. 2015, 34(3), 463-474. ISSN 0739-1102. Dostupné z:
doi:10.1080/07391102.2015.1039586

[16] WANG, Longgang, Qinghua YANG, Guanglong MA, Weifeng LIN, Zhen WANG, Mei
HUANG a Shengfu CHEN. Development of biocompatible PAMAM ‘dendrizyme’ to maintain
catalytic activity in biological complex medium. Journal of Materials Chemistry B.

2013, 1(34), 4259-4266. ISSN 2050-750X. Dostupné z: doi:10.1039/c3tb20628a

[17] KLOTZ, Myron 1., Garfield P. ROYER a loannis S. SCARPA. Synthetic Derivatives of
Polyethyleneimine with Enzyme-Like Catalytic Activity (Synzymes). Proceedings of the

53



National Academy of Sciences. 1971, 68(2), 263-264. ISSN 0027-8424. Dostupné z:
doi:10.1073/pnas.68.2.263

[18] BAZZICALUPL Carla, Antonio BIANCHI, Enrique GARCIA-ESPANA a Estefania
DELGADO-PINAR. Metals in supramolecular chemistry. Inorganica Chimica Acta.
2014, 417, 3-26. ISSN 00201693. Dostupné z: doi:10.1016/j.ica.2014.03.001

[19] TAMBARA, Koujiro a Dan G. PANTOS. Supramolecular chemistry of donor—acceptor
interactions. Annual Reports Section "B" (Organic Chemistry). 2012, 108, 186-201. ISSN
0069-3030. Dostupné z: doi:10.1039/c20c90016¢

[20] MUGRIDGE, lJeffrey S. Supramolecular Host-Guest Interactions, Dynamics and
Structure.  University of  California, Berkeley, 2010. Dostupné¢ také z:
https://escholarship.org/uc/item/03z205p1. Disertaéni prace. University of California,
Berkeley, College of Chemistry.

[21] DEY, Suman K. a Arindam MUKHERJEE. Catechol oxidase and phenoxazinone
synthase: Biomimetic functional models and mechanistic studies. Coordination Chemistry

Reviews. 2016, 310, 80-115. ISSN 00108545. Dostupné z: doi:10.1016/j.ccr.2015.11.002

[22] BERTINI, Ivano a Astrid SIGEL. Handbook on Metalloproteins. Boca Raton (Florida):
CRC Press, 2001. ISBN 9780824705206.

[23] LARSEN, Randy W., Lukasz WOJTAS, Jason PERMAN, Ronald L. MUSSELMAN,
Michael J.ZAWOROTKO a Carissa M. VETROMILE. Mimicking Heme Enzymes in the Solid
State: Metal-Organic Materials with Selectively Encapsulated Heme. Journal of the American
Chemical Society. 2011, 133(27), 10356-10359. ISSN 0002-7863. Dostupné z:
doi:10.1021/ja203068u

[24] CHUI Stephen S. Y., Samuel M. F. LO, Jonathan P. H. Charmant, Guy A. Orpen, lan D.
Williams. Chemically Functionalizable Nanoporous Material [Cu3z(TMA )2(H20)3]a. Science.
1998, 283(5405), 1148-1150. ISSN 00368075. Dostupné zZ:
doi:10.1126/science.283.5405.1148

[25] D'SOUZA, Valerian T. Modification of Cyclodextrins for Use as Artificial
Enzymes. Supramolecular Chemistry. 2003, 15(3), 221-229. ISSN 1061-0278. Dostupné z:
doi:10.1080/1061027031000078220

54



[26] STEED, Jonathan W. a Philip A. GALE. Supramolecular Chemistry: From Molecules to
Nanomaterials, 8 Volume Set. Weinheim: Wiley, 2012. ISBN 9780470746400.

[27] GAO, Zhigiang a Zichao YANG. Detection of MicroRNAs Using Electrocatalytic
Nanoparticle Tags. Analytical Chemistry. 2006, 78(5), 1470-1477. ISSN 0003-2700. Dostupné
z: d0i:10.1021/ac051726m

[28] PASQUATO, Lucia, Fiorenza RANCAN, Paolo SCRIMIN, Fabrizio MANCIN a Cesare
FRIGERI. N-Methylimidazole-functionalized gold nanoparticles as catalysts for cleavage of a
carboxylic acid ester. Chemical Communications. 2000, (22), 2253-2254. ISSN 13597345.
Dostupné z: doi:10.1039/b005244m

[29] WANG, Xiaoyu, Yihui HU a Hui WEIL Nanozymes in bionanotechnology: from sensing
to therapeutics and beyond. /norganic Chemistry Frontiers. 2016, 3(1), 41-60. ISSN 2052-
1553. Dostupné z: doi:10.1039/C5QI100240K

[30] WANG, Liang, Huixin ZOU, Zeyuan DONG, et al. Temperature-Driven Switching of the
Catalytic Activity of Artificial Glutathione Peroxidase by the Shape Transition between the
Nanotubes and Vesicle-like Structures. Langmuir. 2014, 30(14), 4013-4018. ISSN 0743-7463.
Dostupné z: doi:10.1021/1a5008236

[31] DENG, Huimin, Wei SHEN, Yanfen PENG, Xiaojun CHEN, Guangshun YI a Zhiqiang
GAO. Nanoparticulate Peroxidase/Catalase Mimetic and Its Application. Chemistry - A
European  Journal. 2012,18(29), 8906-8911. ISSN 09476539. Dostupné¢ z:
doi:10.1002/chem.201200643

[32] YU, Tianjun, Wen WANG, Jinping CHEN, Y1 ZENG, Yingying LI, Guogiang YANG a
Yi LI. Dendrimer-Encapsulated Pt Nanoparticles: An Artificial Enzyme for Hydrogen
Production. The Journal of Physical Chemistry C. 2012, 116(19), 10516-10521. ISSN 1932-
7447. Dostupné z: doi:10.1021/jp3021672

[33] GAO, Zhuangqgiang, Mingdi XU, Li HOU, Guonan CHEN a Dianping TANG. Irregular-
shaped platinum nanoparticles as peroxidase mimics for highly efficient colorimetric
immunoassay. Analytica Chimica Acta. 2013,776, 79-86. ISSN 00032670. Dostupné z:
doi:10.1016/j.aca.2013.03.034

[34] WANG, Zhifei, Xia YANG, Jingjing YANG, Yanyun JIANG a Nongyue HE. Peroxidase-

like activity of mesoporous silica encapsulated Pt nanoparticle and its application in

55



colorimetric immunoassay. Analytica Chimica Acta. 2015, 862, 53-63. ISSN 00032670.
Dostupné z: doi:10.1016/j.aca.2014.12.046

[35] GAO, Zhuanggiang, Mingdi XU, Li HOU, Guonan CHEN a Dianping TANG. Irregular-
shaped platinum nanoparticles as peroxidase mimics for highly efficient colorimetric
immunoassay. Analytica Chimica Acta. 2013,776, 79-86. ISSN 00032670. Dostupné z:
doi:10.1016/j.aca.2013.03.034

[36] MU, Jianshuai, Li ZHANG, Min ZHAO a Yan WANG. Co304 nanoparticles as an efficient
catalase mimic: Properties, mechanism and its electrocatalytic sensing application for hydrogen
peroxide. Journal of Molecular Catalysis A: Chemical. 2013, 378, 30-37. ISSN 13811169.
Dostupné z: doi:10.1016/j.molcata.2013.05.016

[37] PENGO, Paolo, Stefano POLIZZI, Lucia PASQUATO a Paolo SCRIMIN.
Carboxylate—Imidazole Cooperativity in Dipeptide-Functionalized Gold Nanoparticles with
Esterase-like Activity. Journal of the American Chemical Society. 2005, 127(6), 1616-1617.
ISSN 0002-7863. Dostupné z: doi:10.1021/ja043547¢

[38] KOZUCH, Sebastian a Jan M. L. MARTIN. “Turning Over” Definitions in Catalytic
Cycles. ACS  Catalysis. 2012,2(12), 2787-2794. ISSN 2155-5435. Dostupné z:
doi:10.1021/c¢s3005264

[39] VOET, Donald, Judith G. VOET a Charlotte W. PRATT. Principles of biochemistry. 3rd
ed. Hoboken: Wiley, 2008, s. 366—-372. International student version. ISBN 978-0470233962.

[40] HAMES, David a Nigel HOOPER. Instant Notes Biochemistry. 3rd ed. New York: Taylor
& Francis Group, 2005. ISBN 0-4153-6778-6. Dostupné také Z:
http://ndl.ethernet.edu.et/bitstream/123456789/2909/1/325.pdf.pdf

[41] BAYNES, John W. a Marek H. DOMINICZAK. Medical Biochemistry. 5th Edition.
London: Elsevier, 2018. ISBN 9780702072994.

[42] DELAUNE, Keith, ALSAYOURI, Khalid, ed. Physiology, Noncompetitive
Inhibitor. StatPearls [online]. Treasure Island (FLorida): StatPearls Publishing, 2020 [cit.
2021-6-10]. PMID 31424826. Dostupné zZ:
https://www.statpearls.com/ArticleLibrary/viewarticle/25953

[43] LIM, Changwon, Pranab K. SEN a Shyamal D. PEDDADA. Robust nonlinear regression
in applications. Journal of the Indian Society of Agricultural Statistics. 2013, 67(2), 215-234.

56



ISSN 0019-6363. PMID 25580021. Dostupné také Z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4286339/

[44] MARASOVIC, Maja, Tea MARASOVIC a Mladen MILOS. Robust Nonlinear Regression
in Enzyme Kinetic Parameters Estimation. Journal of Chemistry. 2017, 2017, 1-12. ISSN 2090-
9063. Article ID 6560983. Dostupné z: doi:10.1155/2017/6560983

[45] SCOPES, Robert K. Enzyme Activity and Assays. Encyclopedia of Life Sciences. 2002,
2001-05-30. Dostupné z: doi:10.1038/npg.els.0000712

[46] PIETTA, Piergiorgio, Pierluigi MAURI a Michael PACE. HPLC assay of enzymatic
activities. Chromatographia. 1987, 24(1), 439-441. ISSN 0009-5893. Dostupné z:
doi:10.1007/BF02688523

[47] CHURCHWELL, Mona, Nathan TWADDLE, Larry MEEKER a Daniel DOERGE.
Improving LC-MS sensitivity through increases in chromatographic performance:
Comparisons of UPLC-ES/MS/MS to HPLC-ES/MS/MS. Journal of Chromatography B.
2005, 825(2), 134-143. ISSN 15700232. Dostupné z: doi:10.1016/j.jchromb.2005.05.037

[48] HOSSEINI, Mir W., Jean M. LEHN, Kenneth C. JONES, Kathleen E. PLUTE, Kristin B.
MERTES a Mathias P. MERTES. Supramolecular catalysis: polyammonium macrocycles as

enzyme mimics for phosphoryl transfer in ATP hydrolysis. Journal of the American Chemical

Society. 1989, 111(16), 6330-6335. ISSN 0002-7863. Dostupné z: doi:10.1021/ja00198a051

[49] CROCKER, John a Paul G. MURRAY, ed. Molecular Biology in Cellular Pathology. 2nd
ed. Chichester (England): Wiley, 2003. ISBN 0-470-84475-2. Dostupné takeé z: http://www.bio-
nica.info/biblioteca/Crocker2003MolecularBiologyCellular.pdf

[50] WANG, Yang, Wei WANG, Zhun GU, Xiangyang MIAO, Qiuyan HUANG a Baisong
CHANG. Temperature-responsive iron nanozymes based on poly( N -vinylcaprolactam) with
multi-enzyme activity. RSC Advances. 2020, 10(65), 39954-39966. ISSN 2046-2069.
Dostupné z: doi:10.1039/DORA07226E

[51] WANG, Zhifei, Shuang ZHENG, Jin CAI, et al. Fluorescent Artificial Enzyme-Linked
Immunoassay System  Based on  Pd/C  Nanocatalyst and  Fluorescent
Chemodosimeter. Analytical Chemistry. 2013, 85(23), 11602-11609. ISSN 0003-2700.
Dostupné z: doi:10.1021/ac403001y

57



[52] POLAND, ALAN P. a DANIEL W. NEBERT. A sensitive radiometric assay of
aminopyrine N-demethylation. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics.

1973, 184(1), 269-277. ISSN 0022-3565. PMID 4405549.

[53] KHAJVAND, Tahereh, Reza AKHOONDI, Mohammad J. CHAICHI, Ehsan REZAEE a
Hamid GOLCHOUBIAN. Two new dinuclear copper(Il) complexes as efficient catalysts of

luminol chemiluminescence. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry.

2014, 282, 9-15. ISSN 10106030. Dostupné z: doi:10.1016/j.jphotochem.2014.02.011

[54] ZILIC, Selma. Purification of recombinant proteins from yeast expression system. Palacky
university in  Olomouc, 2010. Dostupné také z: https://theses.cz/id/1bnysc/94266-
812699137.pdf. Diplomova prace. Palacky university in Olomouc, Faculty of Science,
Department of Biochemistry.

[55] KROGER, Silke, Steven J. SETFORD a Anthony P. F. TURNER. Electrochemical Assay
Method for the Rapid Determination of Oxidase Enzyme Activities. Biotechnology Techniques.
1998, 12(2), 123-127. ISSN 0951-208X. Dostupné z: doi:10.1023/A:1008836416656

[56] TAJIK, Somayeh, Hadi BEITOLLAHI, Sayed Z. MOHAMMADI, et al. Recent
developments in electrochemical sensors for detecting hydrazine with different modified
electrodes. RSC Advances. 2020, 10(51), 30481-30498. ISSN 2046-2069. Dostupné z:
doi:10.1039/DORA03288C

[57] FAULKNER, Kevin M., Stefan I. LIOCHEV a Irwin FRIDOVICH. Stable Mn(III)
porphyrins mimic superoxide dismutase in vitro and substitute for it in vivo. Journal of
Biological Chemistry. 1994,269(38), 23471-23476. ISSN 00219258. Dostupné z:
doi:10.1016/S0021-9258(17)31540-5

[58] ALVES, Wendel A., Saulo A. de ALMEIDA-FILHO, Mauro V. de ALMEIDA, Armando
PADUAN-FILHO, Carlos C. BECERRA a Ana M. DA COSTA FERREIRA. Comparative
kinetic studies on tyrosinase-like catalytic activity of dinuclear imidazole-containing copper(Il)
complexes. Journal of Molecular Catalysis A: Chemical. 2003, 198(1-2), 63-75. ISSN
13811169. Dostupné z: doi:10.1016/S1381-1169(03)00003-7

[59] EICKEN, Christoph, Frank ZIPPEL, Klaudia BULDT-KARENTZOPOULOS a Bernt
KREBS. Biochemical and spectroscopic characterization of catechol oxidase from sweet

potatoes ( [pomoea batatas ) containing a type-3 dicopper center 1. FEBS Letters. 1998, 436(2),
293-299. ISSN 00145793. Dostupné z: doi:10.1016/S0014-5793(98)01113-2

58



[60] COSTANTINI, Francesca, Roald TIGGELAAR, Simona SENNATO, Francesco MURA,
Stefan SCHLAUTMANN, Federico BORDI, Han GARDENIERS a Cesare MANETTIL
Glucose level determination with a multi-enzymatic cascade reaction in a functionalized glass
chip. The Analyst. 2013,138(17), 5019-5024. ISSN 0003-2654. Dostupné z:
doi:10.1039/c3an00806a

[61] MEHERE, Prajwalini, Qian HAN, Justin A. LEMKUL, Christopher J. VAVRICKA,
Howard ROBINSON, David R. BEVAN a Jianyong LI. Tyrosine aminotransferase:
biochemical and structural properties and molecular dynamics simulations. Protein & Cell.

2010, 1(11), 1023-1032. ISSN 1674-800X. Dostupné z: doi:10.1007/s13238-010-0128-5

[62] BARIK, Atanu, Beena MISHRA, Liang SHEN, Hari MOHAN, R. M. KADAM, Sabari
DUTTA, Hong-Yu ZHANG a K. Indira PRIYADARSINI. Evaluation of a new copper(Il)—
curcumin complex as superoxide dismutase mimic and its free radical reactions. Free Radical
Biology and Medicine. 2005,39(6), 811-822. ISSN 08915849. Dostupné z:
doi:10.1016/j.freeradbiomed.2005.05.005

[63] NGUYEN, Le T., Wing F. HO a Kun-Lin YANG. Copper—tripeptides (cuzymes) with
peroxidase-mimetic activity. RSC Advances. 2020, 10(30), 17408-17415. ISSN 2046-2069.
Dostupné z: doi:10.1039/DORA02472D

[64] DAS, Mriganka, Bidyut KUMAR KUNDU, Ritudhwaj TIWARI, Poulami MANDAL,
Debasis NAYAK, Rakesh GANGULY a Suman MUKHOPADHYAY. Investigation on
chemical protease, nuclease and catecholase activity of two copper complexes with flexidentate
Schiff base ligands. Inorganica Chimica Acta. 2018, 469, 111-122. ISSN 00201693. Dostupné
z: d01:10.1016/j.ica.2017.09.013

[65] SZILAGYI, Istvan, Laszl6. HORVATH, Imre LABADI, Klara HERNADI, Istvan
PALINKO a Tamas KISS. Mimicking catalase and catecholase enzymes by copper(Il)-
containing complexes. Open Chemistry. 2006, 4(1), 118-134. ISSN 2391-5420. Dostupné z:
doi:10.1007/s11532-005-0009-6

[66] SINGH, Amardeep, Srikanta PATRA, Jeong-Ah LEE, Kang H. PARK a Haesik YANG.
An artificial enzyme-based assay: DNA detection using a peroxidase-like copper—creatinine
complex. Biosensors and Bioelectronics. 2011, 26(12), 4798-4803. ISSN 09565663. Dostupné
z: d0i:10.1016/j.bi0s.2011.06.009

59



[67] WANG, Jiayan, Wenying LI a Yue-Qing ZHENG. Nitro-functionalized metal-organic
frameworks with catalase mimic properties for glutathione detection. The Analyst.

2019, 144(20), 6041-6047. ISSN 0003-2654. Dostupné z: doi:10.1039/C9ANO0813F

[68] SZYMANSKI, Pawet, Tomasz FRACZEK, Magdalena MARKOWICZ a Elbicta
MIKICIUK-OLASIK. Development of copper based drugs, radiopharmaceuticals and medical
materials. BioMetals. 2012, 25(6), 1089-1112. ISSN  0966-0844. Dostupné z:
doi:10.1007/s10534-012-9578-y

[69] RAJALAKSHMI, Subramaniyam, Aafreen FATHIMA, Jonnalagadda R. RAO a
Balachandran U. NAIR. Antibacterial activity of copper( ii ) complexes against Staphylococcus
aureus. RSC  Adv. 2014, 4(60), 32004-32012. ISSN  2046-2069. Dostupné z:
doi:10.1039/C4RA03241A

[70] NEVES, Ademir, Liane M. ROSSI, Adailton J. BORTOLUZZI, Bruno SZPOGANICZ,
Clayton WIEZBICKI, Erineu SCHWINGEL, Wolfgang HAASE a Sergei OSTROVSKY.
Catecholase Activity of a Series of Dicopper(Il) Complexes with Variable Cu—OH(phenol)
Moieties. Inorganic Chemistry. 2002, 41(7), 1788-1794. ISSN 0020-1669. Dostupné z:
do0i:10.1021/ic010708u

[71] BANU, Kazi S., Tanmay CHATTOPADHYAY, Arpita BANERJEE, Santanu
BHATTACHARYA, Eringathodi SURESH, Munirathinam NETHAJI, Ennio ZANGRANDO
a Debasis DAS. Catechol Oxidase Activity of a Series of New Dinuclear Copper(II) Complexes
with 3,5-DTBC and TCC as Substrates: Syntheses, X-ray Crystal Structures, Spectroscopic
Characterization of the Adducts and Kinetic Studies. norganic Chemistry. 2008, 47(16), 7083-
7093. ISSN 0020-1669. Dostupné z: doi:10.1021/ic701332w

[72] BACCHELLA, Chiara, Simone DELL’ACQUA, Stefania NICOLIS, Enrico MONZANI
a Luigi CASELLA. A Cu-bis(imidazole) Substrate Intermediate Is the Catalytically Competent
Center for Catechol Oxidase Activity of Copper Amyloid-f. Inorganic Chemistry. 2021, 60(2),
606-613. ISSN 0020-1669. Dostupné z: doi:10.1021/acs.inorgchem.0c02243

[73] KUPAN, Adam, Jézsef KAIZER, Gabor SPEIER, Michel GIORGI, Marius REGLIER a
Ferenc POLLREISZ. Molecular structure and catechol oxidase activity of a new copper(I)
complex with sterically crowded monodentate N-donor ligand. Journal of Inorganic
Biochemistry. 2009, 103(3), 389-395. ISSN 01620134. Dostupné z:
doi:10.1016/.jinorgbio.2008.11.015

60



[74] BANU, Kazi S., Tanmay CHATTOPADHYAY, Arpita BANERJEE, Santanu
BHATTACHARYA, Ennio ZANGRANDO a Debasis DAS. Catechol oxidase activity of
dinuclear copper(Il) complexes of Robson type macrocyclic ligands: Syntheses, X-ray crystal
structure, spectroscopic characterization of the adducts and kinetic studies. Journal of
Molecular Catalysis A: Chemical. 2009, 310(1-2), 34-41. ISSN 13811169. Dostupné z:
doi:10.1016/j.molcata.2009.05.016

[75] KOVAL, Iryna A., Patrick GAMEZ, Catherine BELLE, Katalin SELMECZI a Jan
REEDIJK. Synthetic models of the active site of catechol oxidase: mechanistic
studies. Chemical Society Reviews. 2006, 35(9), 814-840. ISSN 0306-0012. Dostupné z:
doi:10.1039/b516250p

[76] KOVAL, Iryna A., Catherine BELLE, Katalin SELMECZI, et al. Catecholase activity of
a p-hydroxodicopper(Il) macrocyclic complex: structures, intermediates and reaction
mechanism. JBIC Journal of Biological Inorganic Chemistry. 2005, 10(7), 739-750. ISSN
0949-8257. Dostupné z: doi:10.1007/s00775-005-0016-2

[77] KODERA, Masahito, Tomohisa KAWATA, Koji KANO, Yoshimitsu TACHI, Shinobu
ITOH a Shosuke KOJO. Mechanism for Aerobic Oxidation of 3,5-Di- tert -butylcatechol to
3,5-Di- tert -butyl- o -benzoquinone Catalyzed by Di-p-hydroxo-dicopper(Il) Complexes of
Peralkylated Ethylelnediamine Ligands. Bulletin of the Chemical Society of Japan.
2003, 76(10), 1957-1964. ISSN 0009-2673. Dostupné z: doi:10.1246/bcsj.76.1957

[78] KAIZER, Jozsef, Jozsef PAP, Gabor SPEIER, Laszlo PARKANYI, Laszlo KORECZ a
Antal ROCKENBAUER. Synthesis, structure and catecholase activity of dinuclear copper and

zinc complexes with an Ns-ligand. Journal of Inorganic Biochemistry. 2002, 91(1), 190-198.
ISSN 01620134. Dostupné z: doi:10.1016/S0162-0134(02)00459-2

[79] OSORIO, Renata E. H. M. B., Rosely A. PERALTA, Adailton J. BORTOLUZZI, et al.
Synthesis, Magnetostructural Correlation, and Catalytic Promiscuity of Unsymmetric
Dinuclear Copper(I) Complexes: Models for Catechol Oxidases and Hydrolases. Inorganic
Chemistry. 2012, 51(3), 1569-1589. ISSN 0020-1669. Dostupné z: doi:10.1021/ic201876k

[80] KOVAL, Iryna A., Katalin SELMECZI, Catherine BELLE, et al. Catecholase Activity of
a Copper(I) Complex with a Macrocyclic Ligand: Unraveling Catalytic
Mechanisms. Chemistry - A European Journal. 2006, 12(23), 6138-6150. ISSN 0947-6539.
Dostupné z: doi:10.1002/chem.200501600

61



[81] ACKERMANN, Jens, Franc MEYER, Elisabeth KAIFER a Hans PRITZKOW. Tuning
the Activity of Catechol Oxidase Model Complexes by Geometric Changes of the Dicopper
Core. Chemistry - A European Journal. 2002, 8(1), 247-258. ISSN 0947-6539. Dostupné z:
doi:10.1002/1521-3765(20020104)8:1<247::AID-CHEM247>3.0.CO;2-P

[82] MONZANI, Enrico, Luisa QUINTI, Angelo PEROTTI, et al. Tyrosinase Models.
Synthesis, Structure, Catechol Oxidase Activity, and Phenol Monooxygenase Activity of a

Dinuclear Copper Complex Derived from a Triamino Pentabenzimidazole Ligand. Inorganic

Chemistry. 1998, 37(3), 553-562. ISSN 0020-1669. Dostupné z: doi:10.1021/ic970996n

[83] MANDAL, Sukanta, Jhumpa MUKHERIJEE, Francesc LLORET a Rabindranath
MUKHERIJEE. Modeling Tyrosinase and Catecholase Activity Using New m -Xylyl-Based
Ligands with Bidentate Alkylamine Terminal Coordination. lnorganic Chemistry.

2012, 51(24), 13148-13161. ISSN 0020-1669. Dostupné z: doi:10.1021/ic3013848

[84] SELMECZI, Katalin, Marius REGLIER, Michel GIORGI a Gabor SPEIER. Catechol
oxidase activity of dicopper complexes with N-donor ligands¥t. Coordination Chemistry

Reviews. 2003, 245(1-2), 191-201. ISSN 00108545. Dostupné z: doi:10.1016/j.cct.2003.08.002

[85] WEGNER, Rainer, Michael GOTTSCHALDT, Helmar GORLS, Ernst-Gottfried JAGER
a Dieter KLEMM. Copper(I) Complexes of Aminocarbohydrate B-Ketoenaminic Ligands:
Efficient Catalysts in Catechol Oxidation. Chemistry - A European Journal. 2001, 7(10), 2143-
2157. ISSN 0947-6539. Dostupné z: doi:10.1002/1521-3765(20010518)7:10<2143::aid-
chem2143>3.0.co;2-d

[86] SHYAMAL, Milan, Tarun K. MANDAL, Anangamohan PANJA a Amrita SAHA.
Influence of anionic co-ligands on the structural diversity and catecholase activity of copper( ii
) complexes with 2-methoxy-6-(8-iminoquinolinylmethyl)phenol. RSC Adv. 2014, 4(96),
53520-53530. ISSN 2046-2069. Dostupné z: doi:10.1039/C4RA08025D

[87] PANDA, Manas K., Mobin M. SHAIKH, Ray J. BUTCHER a Prasenjit GHOSH.
Functional mimics of catechol oxidase by mononuclear copper complexes of sterically
demanding [NNOJ] ligands. /norganica Chimica Acta. 2011, 372(1), 145-151. ISSN 00201693.
Dostupné z: doi:10.1016/j.ica.2011.01.081

[88] MARION, Ronan, Nidal M. SALEH, Nicolas LE POUL, Didier FLONER, Olivier
LAVASTRE a Florence GENESTE. Rate enhancement of the catechol oxidase activity of a

series of biomimetic monocopper(ii) complexes by introduction of non-coordinating groups in

62



N-tripodal ligands. New Journal of Chemistry. 2012, 36(9), 1828-1835. ISSN 1144-0546.
Dostupné z: doi:10.1039/c2nj40265c¢

[89] MONZANI, Enrico, Giuseppe BATTAINI, Angelo PEROTTI, et al. Mechanistic,
Structural, and Spectroscopic Studies on the Catecholase Activity of a Dinuclear Copper
Complex by Dioxygen. Inorganic Chemistry. 1999, 38(23), 5359-5369. ISSN 0020-1669.
Dostupné z: doi:10.1021/ic990397b

[90] CHAKRABORTY, Prateeti, Jaydeep ADHIKARY, Bipinbihari GHOSH, et al. Relation
between the Catalytic Efficiency of the Synthetic Analogues of Catechol Oxidase with Their

Electrochemical Property in the Free State and Substrate-Bound State. Inorganic Chemistry.
2014, 53(16), 8257-8269. ISSN 0020-1669. Dostupné z: doi:10.1021/ic5005177

[91] COMBA, Peter, Bodo MARTIN, Amsaveni MURUGANANTHAM a Johannes
STRAUB. Structure, Bonding, and Catecholase Mechanism of Copper Bispidine
Complexes. Inorganic Chemistry. 2012, 51(17), 9214-9225. ISSN 0020-1669. Dostupné z:
doi:10.1021/ic3004917

[92] BHARATHI, Shanmuga K., Kalilur A. RAHIMAN, Kanna RAJESH, Sreekanth
SREEDARAN, Paduthapillai G. ARAVINDAN, Devadasan VELMURUGAN a
Vengidusamy NARAYANAN. Synthesis of new ‘end-off” p-phenoxo and bis-p-acetato tri-
bridged copper(Il), nickel(II) and zinc(Il) complexes: Spectral, magnetic, electrochemical and
catalytic studies. Polyhedron. 2006, 25(15), 2859-2868. ISSN 02775387. Dostupné z:
doi:10.1016/j.poly.2006.04.022

[93] CHENG, Sheng-Chuan a Ho-Hsiang WEI. Structure, magnetic properties and catecholase
activity study of oxo-bridged dinuclear copper(Il) complexes. lnorganica Chimica Acta.

2002, 340, 105-113. ISSN 00201693. Dostupné z: do1:10.1016/S0020-1693(02)01059-9

[94] GONZALEZ-SEBASTIAN, Lucero, Victor M. UGALDE-SALDIVAR, Edgar
MIJANGOS, Maria R. MENDOZA-QUIJANO, Luis ORTIZ-FRADE a Laura GASQUE.
Solvent and pH effects on the redox behavior and catecholase activity of a dicopper complex
with distant metal centers. Journal of Inorganic Biochemistry. 2010, 104(10), 1112-1118. ISSN
01620134. Dostupné z: doi:10.1016/j.jinorgbi0.2010.06.010

[95] GASQUE, Laura, Victor M. UGALDE-SALDIVAR, Ingrid MEMBRILLO, Juan
OLGUIN, Edgar MIJANGOS, Sylvain BERNES a Ignacio GONZALEZ. A dicopper complex

with distant metal centers. Structure, magnetic properties, electrochemistry and catecholase

63



activity. Journal of Inorganic Biochemistry. 2008, 102(5-6), 1227-1235. ISSN 01620134.
Dostupné z: doi:10.1016/j.jinorgbio.2007.12.032

[96] FERNANDES, Suellen C., Iolanda C. VIEIRA, Rosely A. PERALTA a Ademir NEVES.
Development of a biomimetic chitosan film-coated gold electrode for determination of

dopamine in the presence of ascorbic acid and uric acid. Electrochimica Acta. 2010, 55(23),

7152-7157. ISSN 00134686. Dostupné z: doi:10.1016/j.electacta.2010.06.062

[97] FERNANDES, Suellen C., Renata E.-H. M. de BAROSS OSORIO, Ademir dos ANJOS,
Ademir NEVES, Gustavo A. MICKE a Iolanda C. VIEIRA. Determination of catechin in green
tea using a catechol oxidase biomimetic sensor. Journal of the Brazilian Chemical Society.
2008, 19(6), 1215-1223. ISSN  0103-5053. Dostupné z:  doi:10.1590/S0103-
50532008000600024

[98] THEVENOT, Daniel R., Krisztian TOTH, Richard A. DURST a George S. WILSON.
Electrochemical Biosensors: Recommended Definitions and Classification. Pure and Applied
Chemistry. 1999, 71(12), 2333-2348. ISSN 1365-3075. Dostupné z
doi:10.1351/pac199971122333

[99] PADDLE, Brian M. Biosensors for chemical and biological agents of defence
interest. Biosensors and Bioelectronics. 1996, 11(11), 1079-1113. ISSN 09565663. Dostupné
z: doi:10.1016/0956-5663(96)82333-5

[100] POLAN, Vojtéch. Elektrochemické biosenzory. Univerzita Pardubice, 2015. Dostupné
také z: https://dk.upce.cz/handle/10195/64085. Disertacni prace. Univerzita Pardubice, Fakulta

chemicko-technologickd, Katedra analytické chemie.

[101] SAID, Nur A. M. Electrochemical biosensor based on microfabricated electrode arrays

for life sciences applications. University College Cork, 2014. Dostupné také z:
https://cora.ucc.ie/handle/10468/1759. Diserta¢ni prace. University College Cork — National
University of Ireland, Department of Chemistry.

[102] ZHANG, Zhanxia, Xiaolet WANG a Xiurong YANG. A sensitive choline biosensor
using Fe304 magnetic nanoparticles as peroxidase mimics. The Analyst. 2011, 136(23), 4960-
4965. ISSN 0003-2654. Dostupné z: doi:10.1039/clan15602k

[103] ZEN, Jyh-Myng, Annamalai S. KUMAR a Ching-Rue CHUNG. A Glucose Biosensor
Employing a Stable Artificial Peroxidase Based on Ruthenium Purple Anchored

64



Cinder. Analytical Chemistry. 2003, 75(11), 2703-2709. ISSN 0003-2700. Dostupné z:
doi:10.1021/ac020542u

[104] SHYU, Suh-Ching a Chong M. WANG. Characterizations of Iron-Containing Clay
Modified Electrodes and Their Applications for Glucose Sensing. Journal of The
Electrochemical Society. 1998, 145(1), 154-158. ISSN 0013-4651. Dostupné z:
doi:10.1149/1.1838228

65



