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ANOTACE

Ukolem této prace bylo stanovit katecholazovou aktivitu vybranych biomimetickych komplexii
medi vici zvolenym substratim (dopamin, 3,5-di-tert-butylkatechol). Méteni byla provedena
dvéma zptsoby. Prvni z nich bylo na zéklad¢ elektrochemického sledovani tbytku kysliku bé-
hem oxidace substratu katalyzované danym komplexem/tyrosinazou. Druhym zptsobem bylo
spektrofotometrické snimani nariistu absorbance vlivem vzniku produktu oxidace substratu.
Ziskané kinetické parametry katalytické aktivity byly nasledné porovnany navzajem a také vici
enzymu tyrosinaza. Zaroven byl sledovan vliv kysliku v rizném prostiedi na rychlost kataly-
tické reakce. Zavérecné experimenty byly zaméfeny na sledovani katalytické aktivity vybra-
ného komplexu zakotveného na magnetické Castice. Soucasti téchto experimentii byla struk-
turni charakterizace Castic, stanoveni katecholdzové aktivity zakotveného komplexu a ovéteni

stability jeho vazby s Casticemi.

KLICOVA SLOVA
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tylkatechol

TITLE

Catecholase activity of selected biomimetic copper(Il) complexes

ANNOTATION

The main aim of the thesis was determination of catecholase activity of various biomimetic
copper(Il) complexes towards selected substrates (dopamine, 3,5-di-terc-butylcatechol). Two
methods were employed within the experiments. The first one deals with electrochemical mon-
itoring of oxygen consumption during the reaction of substrate oxidation catalyzed by com-
plex/Tyrosinase. The latter was spectrophotometric recording of absorbance during the for-
mation of oxidation product. The obtained kinetic parameters of catalytic activity were com-
pared also with those obtained for enzyme tyrosinase. Besides, the influence of oxygen level in
different media on catalysis was examined. Final experiments were focused on monitoring of
catalytic activity of selected copper(Il) complex anchored at magnetic beads. Such experiments

included structural characterization of these beads, determination of catecholase activity with



anchored complex, and checking the stability of the covalent bond of complex with magnetic

beads.
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Uvod

Katecholdzovou aktivitou se rozumi schopnost enzymu, at’ uz ptirodniho ¢i umélého, ka-
talyzovat oxidaci katecholu na pfisluSny o-chinon. Mezi pfirodni enzymy s touto aktivitou lze
zafadit tyrosinazu a katechol oxidazu. Tyto enzymy, béZn€ nazyvané také jako polyfenol oxi-
dazy, maji podobnou strukturu aktivniho centra, tedy mista, kde dochézi k reakci se substraty.
Jejich aktivni centrum je tvofeno dvéma atomy médi, které jsou koordina¢né vazany celkem
Sesti histidinovymi zbytky. Hlavnim rozdilem tyrosinazy od katechol oxidazy je schopnost ty-
rosinazy katalyzovat navic ortho-hydroxylaci monofenold na katecholy, tzv. kresolazovéa akti-
vita, kterou katechol oxidadza postrada. Z uvedenych enzymu se bude tato diplomova prace na-
déle soustfed’ovat pouze na tyrosinazu.

V praxi je mozné tyrosindzu vyuzit hned v né€kolika oblastech, mezi které patii napt. me-
dicina, potravinafstvi nebo ¢isténi vod. Take ji lze pouzit na konstrukci biosenzort pro stano-
veni €1 detekci polyfenolickych latek. Nevyhodou tyrosinazy je jeji kratka zivotnost. Z tohoto
ditvodu se nabizi vyuZiti syntetizovanych tzv. umélych enzymi neboli biomimetickych kom-
plextt médi. Jedna se tedy o umélé metaloenzymy, jejichz struktura je tvofena médi vazanou
ligandy. Tyto komplexy jsou schopny napodobit katecholdzovou (nékteré 1 kresolazovou) akti-
vitu tyrosindzy. Sestrojenim biomimetickych senzort 1ze tak odstranit problémy, se kterymi se
potykaji biosenzory s imobilizovanou tyrosinazou, jelikoZ jsou vice stabilni, levnéj$i, snadno
vyrobitelné, pomérné citlivé a selektivni.

Stanoveni katecholdzové aktivity tyrosinazy ¢i komplexti 1ze provést na zakladé kinetic-
kych méfeni, jejichz principy byly popsané L. Michaelisem a M. L. Mentenovou jiZ v roce
1913. Samotna méfeni 1ze uskutecnit riznymi zplisoby, a to napt. pomoci elektrochemického
méfeni spotiebovaného kysliku béhem oxidacni reakce nebo spektrofotometrického ¢i ampe-
rometrického sledovani vznikajiciho oxida¢niho produktu. K hodnoceni sledovanych aktivit se
vyjadiuji kinetické parametry ptislusnych reakci, které je mozné vyhodnotit pomoci linearizace
puvodni rovnice dle Michaelis-Mentenové.

Experimentalni ¢ast této diplomové prace je zalozena na stanoveni a nasledném srovnani
katecholazovych aktivit vybranych biomimetickych komplexi médi a enzymu tyrosindza. Na-
bizi stanoveni katecholazové aktivity sledované pomoci elektrochemického méfeni ibytku kys-
liku pfi oxidaci substratu a také na zaklad¢ spektrofotometrického sniméni vznikajiciho pro-

duktu. U spektrofotometrického méfeni je navic testovan vliv kysliku na rychlost katalyzy.
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Na zavér je predstaven zplsob imobilizace vybraného komplex na magnetické Céstice a na-
sledné sledovani jeho katecholazové aktivity a stability samotné vazby s Casticemi. Soucasti

téchto experimentl je rovnéz charakterizace ¢astic s vazanym komplexem.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Tyrosinaza

Tyrosindza je enzym fadici se do tfidy oxidoreduktaz. Dle EC (Enzyme Commission)
klasifikace je znacena Cislem EC 1.14.18.1. V ptirodé¢ je velmi rozsitena, jelikoz ji aktivné pro-
dukuji rostliny, houby, mikroorganismy, ale také i zvitata a lidé [1, 2]. V téchto organismech
se podili na nékolika rliznych funkcich, mezi které patii napt. produkce melaninu, coz je pig-
ment, ktery slouzi jako ochrana pied ucinky ultrafialového zareni. U savcil je melanin biosyn-
tetizovan v melanozomech a ma podstatny vliv na pigmentaci kiize, oéi a vlast [3]. Cinnosti
tyrosinazy také dochazi k enzymatickému hnédnuti ovoce, zeleniny a hub. Tvorbu hnédého
nebo ¢erného pigmentu Ize pozorovat po ukrojeni ¢i nechténému pohmozdéni za piitomnosti
vzduchu [4]. Takovéto enzymatické hnédnuti je z hlediska konzumace nezadouci, jelikoz zhor-
Suje senzorické vlastnosti dané potraviny [5]. Tyrosinaza u rostlin také umoziiuje tvorbu dile-
zitych polyfenolickych latek, jakymi jsou tfisloviny, flavonoidy ¢i lignin. Dale se v rostlinach
pfi bunééném dychani Gcastni regulace redoxniho potencidlu a také se podili na hojeni ran [3].

Pro jeji izolaci se nejvice vyuzivaji bakterie ¢i houby. U bakterii se jedna napt. o druhy
Pseudomonas putida ¢i Streptomyces castaneoglobisporus [1]. V ptipadé hub byva Casto zis-
kavéana z druhl Agaricus bisporus a Neurospora crassa [1, 3]. Stabilni lidskou, resp. sav¢i ty-
rosindzu lze v krystalické podob¢ ziskat velmi obtiZzné, jelikoZ se jedna o vysoce hydrofobni
transmembranovy glykoprotein [6]. Z tohoto dGvodu se vyuziva konkrétné tyrosinaza produ-
kovéana druhem Agaricus bisporus, protoze je savei tyrosinaze velmi podobna, a tak je vhodna
napt. pro studium melanogeneze, jinak feceno syntéze vyse zminéného melaninu, nebo obje-

vovani a hodnoceni inhibitort tyrosindzové aktivity [3, 6].

1.1.1 Strukturni vlastnosti

Jelikoz je tyrosinaza produkovéana nékolika odliSnymi organismy, jednotlivé tyrosinazy
se mezi sebou lisi svymi strukturnimi vlastnostmi [3]. Tyrosinazy produkovany konkrétné
druhy Streptomyces glausescens a Neurospora crassa jsou strukturné monomernimi proteiny.
Zatimco tyrosinaza distribuovana houbou Agaricus bisporus mé charakter tetrameru, ktery je
tvofen ze dvou tézSich podjednotek H (Heavy) s molekulovou hmotnosti 43 kDa a dvou leh¢ich
podjednotek L (Light) o molekulové hmotnosti 13,4 kDa [7]. Takovato tyrosindza je celkem
slozena z 569 aminokyselin [8] vytvaiejici soustavou z a-helixl, 3-skladanych listti a smycek
[9]. Kromé rozdilnych struktur maji naptiklad i riizné izoelektrické body ¢i velikosti (Tab. 1) [8,
10].
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Tabulka 1: Biochemické vlastnosti tyrosinaz produkovanych odlisnymi mikroorganismy; pievzato
aupraveno z[10].

Molekulova | Optimalni Ontimélni Michaelisova
Zdroje hmotnost teplota P H pl konstanta
[kDa/Da] [°C] P [mmol/L]
Aeromonas media 58000 50 8 4,9 0,64
Beta vulgaris 41000 25 6 nenalezeno 0,067
Lentinula boryana | 20, 27, 47 50 6 nenalezeno | 1,9 (L-DOPA)
Neurospora crassa 46 nenalezeno 5 nenalezeno 0,18
Agaricus bisporus 112800 25 7 4,75 0,36 s(iIIll-)ter-
. 0,85 (L-
Lentinula edodes 70, 105 nenalezeno 6,5 4,3 DOPA)
Aspergillus oryzae 67 5,0-6,0 | nenalezeno | nenalezeno | nenalezeno
Pyenoporus san- 45000 25 6,5 4,55 0,9 (L-DOPA)
guineus
d ”Choiee”l_m" ree- 432 30 9 95 |7.5(@L-DOPA)
Streplomyces 3,09 nenalezeno | nenalezeno | nenalezeno 0,41 (.L tyro-
glaucescens sin)
Asp erg;éf;;s nidu- 50,48 nenalezeno 7 nenalezeno | nenalezeno
. 31000 0,075 (L-tyro-
Bacillus megate- sin)
. 50 7 nenalezeno
rium 35000 0,35 (L-
DOPA)
0,563 (L-tyro-
Bacillus thuringi- sin)
ensis nenalezeno 75 9 nenalezeno 0.768 (L-
DOPA)
1,25 (L-tyro-
Strept. S 32000 35 7 nenalezeno sin)
reptomyces Sp. 214 (L.
DOPA)
36000 0,23 (L-tyro-
Pseudomonas pu- sin)
. 30 7 nenalezeno
tida 39000 0,33 (L-
DOPA)

Cim se ale vzajemné nelisi, je jejich aktivni centrum. Jedna se o oblast ve struktufe en-
zymu, kde dochdazi k reakci se substraty [3]. Aktivni centrum tyrosinazy je tvoieno dvéma
atomy médi, pficemz na kazdy z nich jsou koordinacné navazany tti histidinové zbytky [11].

Atomy médi jsou vzajemné spojeny pomoci kysliku, ktery ma podstatny vliv na katalytickou
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funkci tyrosindzy [3]. Toto aktivni centrum tyrosinazy lze pozorovat celkem ve tfech for-
mach, kterymi jsou ,,met"”, ,,oxy* a ,,deoxy* (Obr. 1) [12]. Tzv. ,,met” forma obsahuje ve své
struktufe dva atomy médi v oxida¢nim stavu Cu", které jsou vazany pomoci malého ligandu, ja-
kym je hydroxidovy iont nebo molekula vody [13, 14]. Tyrosinaza v ,,oxy* formé je met-tyro-
sindze velmi podobnd, akorat dvoumocné atomy medi jsou zde spojené kyslikem v podobé

peroxidu vodiku. Deoxy-tyrosinaza se od predeslych forem lisi tim, Ze atomy médi se nachazi

v oxida&nim stavu Cu' a zaroveti chybi kyslikova vazba [13].

Deoxy

N\ vl
/(|3u(1) Cu’(IL —

Inactive

complex o-Quinone
v Monophenol ,/
\\1\_' i |
\ \ 5\
/" ™ Catechol
Monophenol
Met
o-Quinone
0, g .f
) o
"
Monophenol
Catechol . e o-Quinone
i
L\
Monopheno atecho
pheniol ™\ Catechol

Obrazek 1: Tii formy aktivniho centra tyrosinazy: ,,deoxy®, ,,met™ a ,,oxy* forma; pievzato z [13].

1.1.2 Katalytické vlastnosti

Funkce tyrosindzy spociva v katalyze dvou odlisnych reakci. Prvni z nich je ortho-hyd-
roxylace monofenold, tzv. monofenoldzova reakce, pii které dochazi ke vzniku o-difenolii ne-
boli katecholti. Poté nésleduje difenoldzova reakce, coz je oxidace vzniklych o-difenoli na o-

chinony [3, 13].
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Substraty

Pro lidskou a zvifeci tyrosindzu jsou specifické zejména substraty L-tyrosin a L-DOPA
(L-3,4-dihydroxyfenylalanin). Tyrosindza produkovana houbami ¢i rostlinami ma mnohem §i-
81 spektrum substrat [13] zahrnujici navic napt. 4-methylkatechol, kyselinu chlorogenovou,
katechol, katechin, kyselinu kavovou, DHPAA (3,4-dihydroxyfenylacetaldehyd), kyselinu 4-

hydroxyfenylpyruvatovou ¢i kyselinu p-kumarovou [4].

Podminky reakce

Aktivita tyrosindzy je omezena prostfedim, ve kterém dané reakce mohou byt uskutec-
nény. Piedevsim se jedna o vodna prostiedi, kde jsou ¢asto vyuzivany roztoky pufrt (napft. fos-
fatovy). Déle mohou reakce katalyzované tyrosindzou probihat v hydrofobnich rozpouste-
dlech, jakymi jsou toluen, hexan, tetrachlormethan ¢i chloroform. Naopak zcela neaktivni je
v hydrofilnich organickych rozpoustédlech, kterymi jsou ethanol, butanol, acetonitril nebo ace-
ton. DalSim podstatnym parametrem pro funkci tyrosindzy je pH prosttedi, které se pohybuje

v rozmezi 7-8 [8].

Inhibitory tyrosindzové aktivity

Tyrosinazové inhibitory Ize rozliSovat napt. dle ptivodu [6, 15] nebo typu slouceniny, coz

souvisi s charakterem inhibice [13]. Podle pivodu se rozdéluji na:

1) Pfirodni — mezi které patii zejména hydrochinony, retinoidy, a-arbutin, kyselina ko-
jova, kyselina azelaova, kyselina kaftarova, resveratrol a fenylethyl resorcinol [6].

2) Semi-syntetické — do této skupiny lze zatadit 9-norlignany nebo semi-syntetické deri-
vaty polymethoxyflavonti [15].

3) Syntetick¢é — jakymi jsou flavonoidy, polyfenoly, fenylpropanoidy, thiomocovina

¢i sirné heterocyklické slouceniny [6].
Dle samotného charakteru se inhibitory tyrosindzové aktivity mohou d¢lit na:

1) Chelatory médi — kde podstatou inhibice je tvorba komplexti s atomy médi, které jsou
obsazeny v aktivnim centru tyrosinazy. Do této skupiny lze zatadit flavonoidy [11], ky-
selinu kojovou, fenylthiomocovinu, diethyldithiokarbamat, kyselinu salicylhydroxamo-
vou, kyselinu benzhydroxamovou ¢i tropolon [13].

2) Analogy substratli — coz jsou inhibitory kompetitivni vi€i monofenolickym a/nebo di-
fenolickym substratim. Jako analogy substratii 1ze povazovat resorcinol, kyselinu sko-

ficovou, kyselinu benzoovou nebo 2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyd [13].
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U druhého zptisobu rozdéleni, tedy dle charakteru inhibice, je tfeba poznamenat, Ze se jedna
spise o orientacni rozd¢€leni, jelikoz nékteré latky mohou byt jak chelatory médi, tak analogy

substratil. Jako ptiklad 1ze uvést flavonoidni latku kvercetin [13, 11, 16].

1.1.3 Moznosti praktického vyuziti tyrosinazy

V disledku schopnosti reagovat s fenolickymi latkami, tyrosindza shledava v praxi vyu-
ziti hned v nékolika odvétvich. V medicing je dillezitym enzymem pro tvorbu melaninu a jeho
naslednému pouziti pro terapeutické ucely, dale pro syntézu L-DOPA, ktery je vyuZzivan jako
1ék v 1écbé Parkinsonovi choroby a také pro produkci antibiotické latky linkomycin [3, 17].
Tyrosinaza izolovana z hub nachazi své vyuziti 1 v klinické oblasti, a to v 1é€bé koZzniho one-
mocnéni vitiligo [3]. V potravindistvi je tyrosindza vyuzivana pro tvorbu hydroxytyrosolu, coz
je antioxidac¢ni latka pouzivana jako potravinatské aditivum. Také je v tomto odvétvi vyuzivana
pro schopnost produkovat theaflaviny. Jedna se o polyfenolické latky nachdzejici se v cerném
¢aji, které maji velmi silné antioxidacni a protirakovinné uc¢inky [3, 17]. Dalsi oblasti, kde ty-
rosinaza naléza své opodstatnéni, je ¢isténi odpadnich vod obsahujici fenoly a jejich derivaty.
Mechanismus odstranéni téchto latek tkvi v oxidaci na nerozpustné slouceniny, za casti tyro-
sindzy, a jejich naslednému odfiltrovani [3]. V kosmetickém primyslu je tyrosindza vyuzivana
pro schopnost produkovat barviva a také pii vyrob¢ samoopalovacich prostiedkti [17]. V oblasti
elektrochemie lze tyrosindzu pouZit za i¢elem detekce fenolickych latek, a to jako soucast elek-

trochemického biosenzoru [3].

1.2 Spotrieba kysliku béhem enzymatické reakce

Enzymy vyuzivajici pfi své katalytické ¢innosti kyslik jsou tzv. oxygenazy. Jedna se
o podskupinu tfidy enzym zvanych oxidoreduktazy. Oxygenazy oxiduji substraty inkorporaci
molekularniho kysliku. Podle poctu vnesenych atomu kysliku rozliSujeme oxygenazy do dvou
skupin [18]. Je-li do substratu vclenén pouze jeden atom mluvime o tzv. monooxygena-
zach, pti¢emz druhy atom molekularniho kysliku je redukovan na vodu [19]. Pfikladnou mo-
nooxygendzou je enzym tyrosindza [20]. Druhou skupinou jsou dioxygenazy, které vnasi
do substratu dva atomy kysliku [19].

Na zéklad¢ méteni spotfebovaného kysliku pfi reakcich katalyzovanych oxygenazami lze
vyhodnotit kinetické parametry dané reakce, které poskytnou uzitecné informace o ptisluSnych

enzymech, substratech ¢i ptipadnych efektorech majici vliv na pfislusné enzymové reakce [21].
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1.2.1 Metody méieni spoti‘eby kysliku

Amperometrické méfeni

Kyslikové sondy zaloZené na principu amperometrie patii dnes jiz mezi klasické, ale také
nejcastéji pouzivané. Typove se jedna o tzv. Clarkovy elektrody, které byly poprvé navrzeny
L. Clarkem v roce 1962 [22]. Clarkova elektroda je tvofena platinovou ¢i zlatou katodou, refe-
ren¢ni chloridosttibrnou anodou, vnitinim elektrolytem a polopropustnou membréanou, ktera je
propustna pro kyslik a je obvykle zhotovena z teflonu nebo polyethylenu [23]. Podstatou této
techniky je priichod molekul kysliku z méteného roztoku skrz membranu a jejich nasledna elek-
trochemicka redukce u povrchu mérné katody, pfi¢emz dochazi k priitoku elektrického proudu.
Tento elektricky proud je snimén a je imérny mnozstvi kysliku obsaZzeného v promé&fovaném

roztoku [22].

Vysokoucinny respirometr Oroboros Oxygraph-2k (0O2k)

Na principu Clarkovy elektrody pracuje také polarograficka kyslikova sonda, ktera je
soucasti pristroje Oroboros Oxygraph-2k (O2k, OROBOROS INSTRUMENTS, Innsbruck,
Rakousko). Tento piistroj je Siroce vyuzivan pro vyzkum v oblastech bioenergetiky, mitochon-
dridlni fyziologie ¢i diagnostice mitochondridlnich onemocnéni [24, 25]. Méfeni spotieby kys-
liku béhem bun&éné respirace je zde provadéno v uzaviené komote. Ugelem uzavieného sys-
tému je zamezeni ptistupu dalSiho kysliku z okolniho prostfedi. Soucasti respirometru Orobo-
ros mohou byt i moduly pro spektrofotometricka a fluorescen¢ni méteni, coz umoziuje analy-
zovat simultanné s mitochondrialni respiraci fadu dalsich diagnosticky podstatnych bunéénych
funkci. Konkrétné zavedenim fluorescencniho prvku do systému lze navic detekovat reaktivni

formy kysliku a mitochondriadlni membranovy potencial [25].

Fluorescenéni méfeni

Vyuziti fluorescenénich kyslikovych sond otevira dal$i moznost, jak stanovit mnozstvi
spotfebovaného kysliku. Vyse uvedena Clarkova elektroda je sice pomérné levna, snadno ka-
librovatelna a poskytuje rychlou odpovéd’, ale ma také jisté nevyhody. Mezi tyto nevyhody
patii zejména samotna spotieba kysliku sondou béhem méteni, na coZ ma vliv rychlost michani
meétfeného roztoku. Déale mize dochazet k ruseni méfeni pritomnosti interferujicich latek, kte-
rymi v tomto ptipad¢ jsou sulfan, oxid uhli¢ity, funk¢ni skupiny proteinti ¢i nékteré organické
slou€eniny. Fluorescenc¢ni kyslikova sonda neni na tyto interferenty citliva, a proto je také po-

vazovana za vyhodnou alternativu ke Clarkové elektrodé [26].
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Podstatnou soucasti tohoto typu kyslikové sondy jsou tzv. fluorofory, coz jsou molekuly
schopné fluoreskovat, tedy absorbovat ultrafialové zafeni a nasledné ho emitovat v podobé¢ flu-
orescencniho zafeni. Konkrétné se jednd o organicka barviva nebo komplexy ruthenia ¢i pla-
tiny. U fluorescencénich kyslikovych sond jsou flurofory bud’ imobilizované na polymernich
filmech, které jsou propustné pro kyslik, anebo jsou souc¢asti organicky modifikovanych silika-
tovych sol-gel matric [26]. Samotné méteni je pak zalozeno na zhdseni fluorescence pritomného
fluoroforu molekularnim kyslikem. V disledku ubyvajiciho mnozstvi kysliku v roztoku do-

chézi nasledné ke zvyseni fluorescen¢niho signalu [26, 27].

1.3 Kinetické parametry enzymové reakce

Strukturné se enzymy fadi mezi bilkoviny a v reakci se substraty vystupuji jako tzv. bio-
katalyzatory. Na rozdil od chemickych katalyzatort se vyznacuji svou vysokou specifitou k da-
nym substratiim. Z tohoto divodu mohou enzymy katalyzovat preménu pouze urcité skupiny
¢i pouze jedné urcité latky [28]. K hodnoceni rychlosti reakce a afinity enzymu k danému sub-

stratu se vyuziva kinetickych parametrti enzymové reakce.

1.3.1 Kineticka méreni dle Michaelis-Mentenové

Zakladni poznatky o prubehu enzymatickych reakci byly ptedstaveny Leonorem Micha-
elisem a Maud Leonorou Mentenovou jiz v roce 1913. Pfedmétem jejich studia bylo méteni
rychlosti $t€épeni sachar6zy enzymem invertaza na glukézu a fruktozu [29]. Pro popis kinetiky

enzymové reakce bylo tak navrzeno jednoduché schéma:

kyq

55 ky
E+S ES—>E+P

r

-1

Enzym (E) spolu se substratem (S) nejdiive vytvari komplex (ES), ktery nasledné uvolni pro-
dukt (P) a volny enzym. Eventuelné¢ miiZze dojit ke zpétnému uvolnéni substratu a volného en-
zymu. Kinetiku reakci zde urcuji rychlostni konstanty, které popisuji rychlost vazby substratu
s enzymem (k+1), rychlost zpétného uvolnéni (k-1) substratu z komplexu a také rychlost uvol-
néni produktu a volného enzymu (k2, také 1ze znacit jako kcat) [30]. Pro rychlost enzymové
reakce (v) dle Michaelis-Mentenové byla odvozena rovnice [31]:

_ Vinax " [S]
K+ 5]

e [S] =koncentrace substratu
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®  Vmax (limitni rychlost) a Km (Michaelisova konstanta) = kinetické parametry, o kterych

bude vice pojedndno nize

Saturaéni kiivka

Na zaklad¢ studie kinetiky dané enzymové reakce bylo zji$téno, Ze v piipadé konstantni
koncentrace enzymu a ménici se, resp. postupné zvysujici se, koncentrace substratu, bude mit
zavislost pocatecni rychlosti na koncentraci substratu hyperbolicky charakter (Obr. 2) [29].
Tato zavislost se také oznacuje jako saturacni kiivka, jelikoz se zvySujici se koncentraci sub-
stratu dochézi k postupné saturaci (nasyceni) enzymu substratem. Pii urcité, dostatecné velké
koncentraci substratu dochazi k plnému nasyceni enzymu a veskery enzym je tak vazan se sub-
stratem v komplexu. Z tohoto diivodu je pii vysokych koncentracich substratu reakéni rychlost
konstantni, a tudiZ nezavisla na koncentraci substratu. V tomto koncentracnim rozmezi je ¢a-

sovy prub&h enzymové reakce vyjadien kinetickou rovnici nultého fadu vzhledem k substratu:

Naopak pii nizkych koncentracich substratu je tato zavislost linearni a enzymova reakce zde

probihé jako reakce prvniho fadu vzhledem k substratu [31]:

cl L] L]
0 Knm 10 20 30 40 50
[Substrate]

Obrazek 2: Saturacni kiivka: Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu; prevzato
z [28].
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Ze saturacni kiivky lze odecist jiz zminéné kinetické parametry enzymové reakce, kte-
rymi jsou Michaelisova konstanta (Km) a mezni (limitni) rychlost (Vmax) [28, 31]. Limitni rych-
losti se rozumi rychlost, pfi které je veskery enzym vazany ve formé komplexu enzym—substrat
[32]. Zéaroven je jeji hodnota umérnd mnozstvi aktivniho enzymu [31]. Michaelisova konstanta
odpovidad koncentraci substratu, pti které bylo dosazeno poloviny limitni rychlosti [28, 31].
Miize byt rovnéz definovana jako koncentrace substratu, pfi niz doslo k polovi¢ni saturaci ak-
tivniho centra enzymu danym substratem. Jelikoz odpovidéa koncentraci je vyjadiovéana v kon-
centracnich jednotkach [31]. Hodnota Michaelisovy konstanty je zavisla na okolnim prostiedi,
a to zejména na teploté a pH [33]. Také se lisi mezi jednotlivymi enzymy a pfi reakcich téhoz
enzymu s riznymi substraty. Naopak jeji velikost nezavisi na koncentraci enzymu. Michaeli-
sova konstanta je zaroven relativnim métitkem afinity enzymu k piislusnému substratu ¢i sta-
je afinita enzymu k substratu [31].

Dalsimi dalezitymi kinetickymi parametry jsou katalyticka konstanta (kcat) a katalyticka
ucinnost (keat/Km). Katalytickd konstanta, také oznacovana jako tzv. ,.Cislo pfemény* (z ang.
»turnover number*), je definovana jako pocet molekul substratu, které mohou byt pfeménény
jednou molekulou enzymu nasyceného substratem za jednotku casu. Velikost katalytické kon-

stanty se tedy obvykle udava v s ¢i min!. Hodnotu keat 1ze vyjadiit ze vztahu:
Vinax = keat * [Elo
e [E]o= pocatecni koncentrace enzymu

Katalytické tc¢innost odpovida pomeru katalytické a Michaelisovy konstanty a jeji rozmér je
vyjadfovan v jednotkach L/mol.s. Tento kineticky parametr je €asto vyuzivan pro porovnani
vyuziti riznych substrati danym enzymem. Zarovei je katalyticka i€¢innost povazovana za mé-
fitko substratové specifity ¢i relativni vhodnosti urc¢itého substratu pro reakci s piislusnym en-

zymem. Tedy ¢im vys$i je jeji hodnota, tim vice je dany substrat vhodny [31].

Experimentalni uréeni kinetickych parametri enzymové reakce

Pro pfesné urceni Michaelisovy konstanty a limitni rychlosti se obvykle aplikuji me-
tody, jejichz podstatou je linearizace rovnice dle Michaelis—Mentenové. Namétena data 1ze na-
sledné prolozit linearni regresi a v grafické podobé¢ tak ziskat pfimku [34]. Mezi takové metody
patii linearizace podle Lineweavera a Burka, linearizace dle Eadieho a Hofstee ¢i linearizace

dle Hanese a Woolfa [35].
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Linearizace dle Lineweavera a Burka

Na zaklad¢ této metody se ptivodni rovnice dle Michaelis-Mentenové linearizuje do po-
doby:

1 Ky 1
Vmax Vmax [S]

1
v

Jak je z rovnice jiz patrné, do grafu (Obr. 3) se nasledné¢ vynasi reciproké hodnoty rychlosti
v zavislosti na reciprokych koncentracich substratu. Prolozenim dat ziskame piimku, jejichz
smérnici je pom&r Michaelisovy konstanty a limitni rychlosti. V misté, kde pfimka protind svis-
lou osu, lze odecist obracenou hodnotu limitni rychlosti. Michaelisova konstanta se zde nachazi
jako zaporna reciproka hodnota, kterou lze ziskat po protazeni pfimky do zapornych hodnot

vodorovné osy a odecist ji v misté kde se piimka s touto osou protne [28, 35].

Slope = KV max

1/v

’ NV ax

0.0
1/[8]

Obrazek 3: Linearizace dle Lineweavera a Burka: Zavislost obracenych hodnot rychlosti na obrace-
nych hodnotach koncentraci substratu; prevzato a upraveno z [28].

Linearizace dle Lineweavera a Burka je Casto vyuzivana pro jeji jednoduchost. BohuZzel
ale naléza 1 jisté nevyhody [35]. Jelikoz tato metoda vyuziva reciprokych hodnot, je pomérné
citlivd na chyby v méfeni, ke kterym dochazi predevsim u nizsich koncentracich [28]. Dalsi
nevyhodou tohoto zptisobu vyhodnoceni je, ze v grafickém zobrazeni datové body nalezici
vys§im koncentracim substratu jsou shlukovany do uzké oblasti, a naopak body pattici niz§im
koncentracim jsou vzdaleny a v grafu zdlraznény. CoZ se ndsledné¢ mize projevit zménou

sklonu piimky a vést k chybnému stanoveni kinetickych parametrt [34].

29



Linearizace dle Eadieho a Hofstee

Linearni podobu rovnice Michaelis-Mentenové ziskanou transformaci Eadie-Hofstee vy-

jadtuje vztah:

v

5]

V= Vnax — Km

Vyslednym grafem bude tedy zéavislost rychlosti na poméru rychlosti ke koncentraci substratu
(Obr. 4). Zapornd hodnota Michaelisovy konstanty zde predstavuje smérnici piimky. Limitni
rychlost v tomto piipad€ vyjadiuje tsek na svislé ose, tedy misto, kde se pfimka s touto osou
protina [28, 35]. Protazenim pfimky smérem k vodorovné ose ziskdme v misté protnuti s touto

osou hodnotu pfedstavujici pomér limitni rychlosti k Michaelisové konstanté [35].

vi[S]

Obrazek 4: Linearizace dle Eadie-Hofstee: Zavislost rychlosti na poméru rychlosti ke koncentraci
substratu; pfevzato a upraveno z [28].

Linearizace dle Eadie-Hofstee je pro stanoveni kinetickych parametrii enzymové reakce
z hlediska pfesnosti vhodnéjsi nez metoda dle Lineweavera a Burka [35]. AvSak vysledné pa-
rametry mohou byt také zatizeny chybou. Hlavni nevyhodou této metody je, ze zavisla pro-
ménna, tedy rychlost, je promitnuta v obou osach [28, 34]. Z tohoto diivodu se pfipadné expe-

rimentalni chyby pak také projevi na obou osach [36].
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Linearizace dle Hanese a Woolfa

Linearizaci rovnice Michaelis-Mentenové na zakladé metody dle Hanese a Woolfa do-

staneme nasledujici vztah:

[S]_ K , 1

v Vmax Vmax

- [S]

V grafické podobé (Obr. 5) se na svislou osu vynasi pomér koncentrace substratu a rychlosti
a na vodorovnou osu koncentrace substratu. Smérnici pfimky této zavislosti je prevracena hod-
nota limitni rychlosti. Pomér Michaelisovy konstanty a limitni rychlosti vyjadiuje Gsek na svislé
ose. Hodnota samotné¢ Michaelisovy konstanty se promitne v zaporné podobé na vodorovné

ose, a to v mist€ protnuti ptimky s touto osou [35, 36].

Slope = 1/V ax

[S]/v

4 Ken/Vimax

T 1

[S]

0.0

Obrazek 5: Linearizace dle Hanese a Woolfa: Zavislost poméru koncentrace substratu a rychlosti na
koncentraci substratu; pfevzato a upraveno z [28].

Tento zplisob linearizace je povazovan ze vSech tii jako nejpfesnéjsi. AvSak hlavni nevy-
hodou této metody je, podobné jako u linearizace Eadie-Hofstee, Ze ani jedna z os neptedsta-
vuje nezavislé hodnoty, jelikoz v obou se promita koncentrace substratu [36].

Obecné jsou linearizaéni techniky piedevS§im vhodné k vizualizaci dat [36]. Pomoci nich
1ze odhalit atypické kinetiky, které se v grafické podobé (specidlné u transformace Eadie-Hof-
stee) od standardnich profild znacné€ odchyluji [28]. Z dlivodu zamezeni chyb v disledku linea-
rizace se kinetické parametry ¢im dal Castéji stanovuji nelinedrni regresni analyzou, ktera umoz-

fluje ureni parametrli z netransformovanych dat [36].
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1.4 Biomimetické komplexy médi

Komplexy médi, které jsou schopny imitovat enzymovou aktivitu, se fadi do skupiny su-
pramolekularnich umélych enzymi. Jedna se o pomérné Sirokou skupinu syntetickych en-
zymu, které se také oznacuji jako tzv. synzymy [37]. Obecné supramolekulérni interakce, kte-
rymi jsou vodikové vazby, hydrofobni ¢i elektrostatické interakce, van der Waalsovy sily
a vazby kov—ligand, hraji dalezitou roli jednak v rozpoznani substratu, tak i v samotném pro-
cesu enzymové katalyzy [38]. Supramolekuldrni umélé enzymy tedy stejné jako piirodni en-
zymy potitebuji k vyvolani jejich aktivity dva interakéni mechanismy, jakymi jsou selektivni
vazba na substrat a samotna katalyza. Mezi synzymy lze zaradit syntetické metaloenzymy, cyk-
lodextriny ¢i kalixareny [37]. Metaloenzymy jsou skupina enzymt, v jejichZ proteinové struk-
tufe je obsazen jeden i vice atoml prvku pfechodového kovu, kterym miize byt napt. ze-
lezo, mangan ¢i méd’ [39, 40]. Jako konkrétni piiklad Ize zde uvést pravé enzym tyrosinaza
[41]. Napodobeniny téchto enzymu ¢ili umélé metaloenzymy jsou latky tvoiené malymi mole-
kulami, tzv. ligandy, které vazbou s kovy vytvaii komplexni slouceniny. Takovéto komplexy
jsou syntetizovany a zkoumany jako strukturni a funkéni modely piislusnych metaloenzymt,

ktere Ize vyuzit k pochopeni mechanismi danych enzymovych reakei [39].

1.4.1 Komplexy médi imitujici katalytickou aktivitu tyrosinazy

Komplexy médi napodobujici katalytickou aktivitu tyrosindzy patii do jiZ zminénych
umélych metaloenzymil. Vazané ionty médi zde imituji aktivni centrum tyrosinazy [41]. Z to-
hoto diivodu jsou tyto komplexy, stejné jako tyrosindza, schopny katalyzovat oxidaci fenolic-
kych a katecholickych substrati na chinony [42].

Obecné 1ze komplexy médi rozliSovat podle poctu ptitomnych iontih médi na jednoja-
derné (mononuklearni), které obsahuji pouze jeden iont médi a vicejaderné (polynukledrni)
komplexy, kterymi jsou nejcastéji dvoujaderné se dvéma ionty, tfijaderné se tfemi ionty

a Ctyfjaderné, v jejichz struktufe jsou Ctyfi ionty medi [43].

Kresolazova aktivita biomimetickych komplextt médi

Jiz v roce 1991 Casella a jeho kolegové predstavili prvni syntetickou komplexni slouce-
ninu, ktera byla schopna reverzibiln¢ vazat kyslik a nasledn¢ katalyzovat oxidaci fenolu na pfi-
slusny katechol [41, 44, 45]. Zaroven to byl prvni fungujici modelovy systém imitujici tyrosi-
nazu a kresolazovou aktivitu dalSich metaloenzym?. Jednalo se o dvoujaderny komplex [Cuz(L-
66)]*", kde ligand L-66 piedstavoval a,a’-bis {bis[2-(1-methyl-2-benzimidazolyl)ethyl]amino} -
m-xylen. Reakce se substraty probihala za velmi nizkych teplot, napt. pti -60 °C byl oxidovan

substrat 4-methoxyfenol na odpovidajici katechol (Obr. 6) [41].
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Obrizek 6: Struktura dvoujaderného komplexu [Cua(L-66)]*" a mechanismus jeho reakce s kyslikem
a nasledné hydroxylace 4-methoxyfenolu na katechol; pfevzato a upraveno z [46].

Pozdé&ji byla vyvinuta celd série dalSich dvoujadernych komplexti médi s kresolazovou
aktivitou odvozenych od m-xylyl tetrabenzimidazolovych ligandii. Témito komplexy jsou
napt. [Cuz2(L-55)]*", [Cux(L-56)]*" ¢i [Cux(L-5p6)]** [47]. Struktury téchto ligand@i jsou zna-

zornény na obrazku €. 7.

L-55 L-56 L-5p6

Obrazek 7: Struktura ligandt L-55, L-56 a L-5p6; pfevzato a upraveno z [47].
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Katecholdzova aktivita biomimetickyvch komplextt médi

Strukturou a katalytickou aktivitou mono a dinuklearnich komplextt médi pti oxidaci ka-
techolil na chinony se poprvé zabyvali Nishida a kol. v roce 1980 [41, 48]. Ptiklady téchto
komplexti jsou uvedeny na obrazku €. 8. Jako substraty byly pouzity kyselina askorbové a 3,5-
di-tert-butylkatechol (3,5-DTBC). V ramci studie bylo zjiSté€no, Ze planarni mononuklearni
komplexy médi maji nizs$i katecholdzovou aktivitu v porovnani s mononukledrnimi kom-
plexy, které strukturné planarni nejsou. Dale prokazali, Ze dinuklearni komplexy jsou vice ka-
talyticky aktivni nez mononuklearni [48]. Toto zjiSténi bylo nésledné potvrzeno i dal§imi stu-
diemi [49, 50] a vysvétleno tim, Ze pro vazbu dvou fenolickych kysliki katecholu a naslednou
dvou elektronovou redoxni reakci je zapottebi dvou atomi médi, které budou viici sobé v kratké

vzdalenosti [49]. Nishida a kol. tuto vzdalenost definovali pod 5 A [48].

Cu, (et-2-3),) 2% Cu, (pia) Cup(salpa),Cl
[ 2 2] [Uz P 2] [ 2 2 2] [CUZ(dDe)Z] 2+ [CUZ(!"E GX)] 2+

N - 2+
Cu cu 1 C . .n\ , ub
%, ‘ U "
Etz g.~D [Cu u [Cu I Cu]

+

[Cutno-en)) [Cutno-tn)] [Cutns-en)]  [culns-tn)]

CUCH3 EOCHB Ph Ph Ph Ph i
s St Y Y [Cutns3-me )Br]. [Cu(sal-N-bu), ]

N0 N0 NS NS N
00 0 O fee] Qe
N0 Koo NS NS Mesag '--gﬁﬁe K2

V\ Ch vcns /1‘\/\[’ h Mph ;: N\t-bu

Obrazek 8: Struktura vybranych komplextt médi; z publikace Nishida a kol.; pfevzato a upraveno
z [48].

Prehled vvbranych komplexit médi s katecholazovou aktivitou a jejich porovndni

V prubéhu dalsich let bylo syntetizovano velké mnozstvi riznych komplexi médi a jejich
katecholdzovou aktivitou se zabyvala celd fada studii. Pro hodnoceni a vzijemné porovnavani
katalytické aktivity jednotlivych biomimetickych komplexi médi se vyuzivaji stejné kinetické
parametry jako u enzymu. Témito parametry jsou tedy Michaelisova konstanta, limitni rych-
lost, katalyticka konstanta a katalyticka uc¢innost.

Mukherjee a kol. (2002) studovali katecholazovou aktivitu celkem Sesti odliSnych dinuk-
learnich komplexti médi, avsak kinetické parametry byly stanoveny pouze u Ctyt z nich, a z to-

hoto diivodu jsou zde uvedené pouze tyto komplexy (Obr. 9). Systematické nazvy studovanych
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komplexii a ndzvy jejich ligandl jsou znazornény v tabulce €. 2. Zvolenym substratem pro re-

doxni reakci byl 3,5-DTBC, jehoz roztok byl pfipraven rozpusténim v acetonitrilu. Komplexy

byly taktéz rozpusStény v acetonitrilu. Kinetické parametry jednotlivych reakci (Tab. 3) byly

vyhodnoceny na zakladé spektrofotometrického méteni [51].

Compound 1

Cu-—Cu= ZSA

_‘2;“042

6 /’{8 8“’”8 ci/fé/\ u/j }"\ﬂ%’@/

_szmdz _i Iuod.u,o

X=pyz", Y= 0CIO3
Compound 2 Cu-—Cu=337TA
Cu--cu=29 A 24=-548 cnr Compound 4

Obrazek 9: Struktura studovanych komplexti médi; z publikace Mukherjee a kol.; prevzato a upra-

veno z [51].

Tabulka 2: Vzorce studovanych komplexti médi a strukturni nazvy jejich ligandi; prevzato a upra-

veno z [51].
Komplex Vzorec
1 [Cuz(L' — O)(u-OH)][ClO4]2
2 [Cuz(L? — O)(u-OH)][ClO4]2
3 [Cuz(L? — O)(u -C3H3N2)(OCI03)(H20)][Cl04]2 . H20
4 [Cuz(L*)(u-OH)2][ClO4] 2. H20
Ligand Strukturni nazev
L!'-OH 2,6-[ N-methyl-N -(2-pyridylethyl)aminomethyl]fenol
L’ - OH 2,6-bis[ N-(2-pyridylethyl)iminomethyl]fenol
L’ - OH 1,3-bis[ N-methyl-N -(2-pyridylethyl)amino]propan-2-ol
L4 a,0’-bis [N-(6-methyl-2-pyridylmet}:;/llgr-lN -(pyrazol-1-ylmethyl)amino]-m-

Tabulka 3: Kinetické parametry studovanych komplexti médi; pfevzato a upraveno z [51].

Komplex K [mmol/L] Vmax [mmol/L.s] Keat [s71] Kcat/Km [L/mmol.s]
1 11,17 7,6 107 1,52 0,136
2 0,42 2,33:107 0,045 0,107
3 2,62 1,43 -107 0,029 0,011
4 4,9 1,4-107 0,028 0,006
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Dle studie Mukherjee a kol. (2002) jsou rozdilné katalytické aktivity komplext zpiso-
beny jejich elektronickymi vlastnostmi a odliSnou geometrii okoli iontii médi. Na uc¢innost ka-
talyzy ma také podstatny vliv pfistupnost iontu médi pro vazbu se substratem, jelikoz ¢im tés-
né&jsi bude jejich interakce, tim vyssi bude uc¢innost katalyzy [51].

Ti1 strukturné podobné dinuklearni komplexy médi (Obr. 10, Tab. 4) syntetizovali a jejich
katecholazovou aktivitu nasledné studovali Neves a kol. (2002). Jednotlivé komplexy se navza-
jem lisily poctem fenolovych skupin koordina¢né vazanych s médi. Kineticka méfeni byla pro-
vedena spektrofotometricky opét na zakladé oxidace 3,5-DTBC. Substrat i komplexy byly roz-
pustény v methanolu. Piislu$né reakce byly méteny v prostfedi methanolu syceného kyslikem
za pridavku vodného TRIS (tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) pufru. Methanol byl sycen
kyslikem z diivodu vétsi tvorby produktu v porovnani s jeho produkci v anaerobnim prostredi

[52].V tabulce €. 5 jsou uvedeny kinetické parametry reakci katalyzovanych jednotlivymi kom-

plexy.
—} 2+ . G "
A 0 QP i AT I
: ) -
OH\ (‘m/ P C‘:u /\OH OP\ (‘EU/ o, (‘Eu A N\Q <ON\ (‘:U/ B (|:u A "
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H20 Y H20 H20 Hz0 H20 H20
Complex (1) Complex (2) Complex (3)

Obrazek 10: Struktura syntetizovanych a studovanych komplexit médi; z publikace Neves a kol.; pfe-
vzato a upraveno z [52].

Tabulka 4: Vzorce méfenych komplextt médi a strukturni nazvy jejich ligandi; pfevzato a upraveno

2 [52].
Komplex Vzorec
1 [Cuz(H2bbppnol)(-OAc)(H20)2]Cl2. 2H20
2 [Cuz2(Hbtppnol)(n-OAc)](ClO4)2
3 [Cu2(P1-O7)(OAC)](ClO4)2
Ligand Strukturni nazev
Hsbbppnol N,N'-bis(2-hydroxybenzyl)-N,N' -bis-(py'ridylmethyl)] -2-hydroxy-1,3-propandi-
amin
Habtppnol N-(2-hydroxybenzyl)-N,N',N'-tris(2-pyridylmethyl)-1,3-diaminopropan-2-ol
P1-OH 1,3-bis[bis(2-pyridylmethyl)amino]propanolat
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Tabulka 5: Kinetické parametry reakci katalyzovanych piislusnymi dvoujadernymi komplexy
medi; pievzato a upraveno z [52].

Komplex K [mmol/L] Vmax [mmol/L.s] Keat [S1] | Keat/Km [L/mmol.s]
1 0,79 1,9 -10* 0,0079 0,01
2 0,95 1,9 -10% 0,0078 0,0081
3 0,86 6,7 -10 0,0028 0,0033

Rozdily v katalytickych aktivitaich jednotlivych komplexii jsou v praci Nevese
a kol. (2002) opét odlivodnény na zaklad¢ odlisSnych elektrochemickych vlastnosti a pfistup-
nosti iontd médi pro vazbu se substratem [52].

Syntézou ctyt dinukledrnich komplexit médi (Tab. 6) a porovnanim jejich katecholazové
aktivity v zavislosti na rozpoustédle se zabyvali Banu a kol. v roce 2012. Struktury ¢tyt odlis-
nych ligandi obsazenych v téchto komplexech jsou znazornény na obrazku ¢. 11. Komplexy
byly postupné rozpustény v acetonitrilu, dichlormethanu, dimethylsulfoxidu, ¢istém methanolu
a methanolu fedéném vodou v poméru 1:1. Substratem pro zjiSténi katecholdzové aktivity byl

3,5-DTBC. Kinetiky pfislusnych reakci byly méteny spektrofotometricky za aerobnich podmi-

nek [53].
| | ]
N . 'N 0- N‘ N 0- 0 . # &
L b |
7N ¢\
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OH HO

Ir=z
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Obrazek 11: Struktury ligandii studovanych komplext; z publikace Banu a kol.; ptevzato z [53].
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Tabulka 6: Vzorce studovanych dinuklearnich komplexti médi a strukturni nazvy jejich ligandu; pre-
vzato a upraveno z [53].

Komplex Vzorec

1 [Cuz(L'H)2(H20)2(NO3)2](NO3)2

2 [Cu2(L?*)(OH)(H20)(NO3)](NO3)

3 [Cuz(L?)2(H20)(NO3)](NO3)

4 [Cuz(L*)(H20)2(NO3)](NO3)2

Ligand Strukturni nazev

L! 2-formyl-4-methyl-6-(4-(aminomethyl)-piperidine)iminomethyl-fenolat
L? 2,6-bis(2-amino-2-methyl-1-propanol)iminomethyl-4-methyl-fenolat
L? 2-formyl-4-methyl-6-(benzylamine)iminomethyl-fenolat
L* 2,6-bis(2-aminoethylpyridine)iminomethyl-4-methyl-fenolat

Nejvyssi katalyticka G¢innost komplext pro aerobni oxidaci 3,5-DTBC na 3,5-DTBQ
(3,5-di-tert-butyl-o-benzochinon) byla zjiSténa v prostiedi methanol-voda a v ¢istém metha-
nolu. Pro reakce v téchto rozpoustédlech byly stanoveny kinetické parametry, které jsou pre-
zentovany v tabulce €. 7. V dimethylsulfooxidu doslo pouze ke vzniku aduktu komplex-sub-
strat, avSak nikoli k nasledné oxidaci substratu na chinon. Tvorba 3,5-DTBQ nebyla zazname-
nana ani v prosttedi acetonitrilu a dichlormethanu [53].

Tabulka 7: Kinetické parametry reakci jednotlivych komplexti s 3,5-DTBC v ¢istém methanolu a me-
thanolu fedéného vodou v poméru 1:1; pievzato a upraveno z [53].

Rozpoustédlo: ¢isty methanol

Komplex Vmax [mmol/L.s] Keat [s71]
1 0,82 8,22
2 0,09 0,92
3 0,2 2
4 0,06 0,65
Rozpoustédlo: methanol-voda (1:1)
Komplex Vmax [mmol/L.s] Keat [s71]
1 0,76 7,67
2 0,54 5
3 0,1 1
4 0,4 4
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Substraty pro zjistéeni katecholdazové aktivity biomimetickych komplexii médi

Mezi vhodné substraty pro zjisténi katecholazové aktivity komplexi medi 1ze uvést 3,5-
DTBC [39] ¢i n&které neurotransmitery, kterymi jsou pfedev§im dopamin, serotonin [54] adre-
nalin a noradrenalin [55]. Jak je jiz z vySe uvedenych studii zjevné, nejcastéji volenym substra-
tem je 3,5-di-tert-butylkatechol. Ptirodni metaloenzymy, jako tyrosindza ¢i katechol oxi-
daza, vzdy oxiduji 3,5-DTBC na 3,5-DTBQ za vzniku vody, jako produktu ctytelektronové
redukce kysliku. Zatimco u nékterych biomimetickych komplexti médi je na misto vody mozna
produkce peroxidu vodiku, ktery je zde produktem dvouelektronové redukce kysliku. Mecha-
nismus vazby komplexu s 3,5-DTBC a jeho nésledné oxidace je rozdilny v zavislosti
na tom, zda je reakce katalyzovana mononukledrnimi ¢i dinuklearnimi komplexy [39]. Na tyto

rozdily poukazuji obrazky ¢. 12 a 13.
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Obrazek 12: Princip oxidace 3,5-DTBC na 3,5-DTBQ katalyzované mononuklearnim komplexem
medi; pievzato z [56].
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Obrazek 13: Princip oxidace 3,5-DTBC na 3,5-DTBQ katalyzované dinuklearnim komplexem
medi; pievzato z [57].
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Metody pro stanoveni katecholazové aktivity biomimetickych komplexi médi

Pro méteni katecholazové aktivity piirodnich enzymii a komplexti médi, které tyto en-
zymy napodobuji, se vyuZziva stejnych metod. Obecné je rozliSujeme dle toho, zda béhem ka-
talyzované oxidace substratu zaznamendvame mnozstvi spotiebovaného kysliku ¢i tvorbu pro-
duktu [58]. Ubytek kysliku se nejéastdji stanovuje amperometricky nebo fluorescenéné
(viz podkapitola 1.2.1). Zatimco stanoveni katecholazové aktivity zaloZzené na tvorbé ptislus-
ného produktu se obvykle provadi spektrofotometricky [59]. Mezi dalsi Casto vyuzivané me-
tody patii metody elektrochemické, a to zejména amperometrie [60], pomoci které 1ze také de-
tekovat vznikajici produkt a cyklické voltametrie, kterou je mozné charakterizovat elektroche-
mické chovani daného komplexu/enzymu béhem redoxni reakce [61] a stanovit pfisluSné kine-
tické parametry [62]. Pro sledovani kinetiky téchto reakci je také pouzitelna radiometrie, ma-
nometrie ¢i hmotnosti spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci a iontovou pasti pro rozliSeni

iontll na zaklad¢ jejich hmot [63].

Spektrofotometrické méreni

Vlivem vznikajiciho produktu oxidace substratu, ktera je katalyzovana komplexem ¢i en-
zymem, dochazi pti urcité vinové délce k naristu absorbance. VInova délka, pii které absorbuje
konkrétné 3,5-DTBQ je ptfiblizné 400 nm. Obrazek ¢. 14 ptedstavuje charakteristicky zdznam
zavislosti absorbance na vinové délce skenované v jistém ¢asovém intervalu v UV/VIS (ultra-
fialovo-viditelné) oblasti. Z absorpénich spekter je patrny narast 3,5-DTBQ a zaroven je zde

zaznamenany pas pro samotny komplex médi a ptivodni 3,5-DTBC [59].

Complex

Absorbance

L
300 400 500 600
Wavelength (nm)

Obrazek 14: Zaznam absorp¢nich UV/VIS spekter béhem oxidace 3,5-DTBC katalyzované kom-
plexem médi; pievzato a upraveno z [59].

40



Kinetické parametry pfisluSnych reakci lze stanovit na zékladé zavislosti absorbance

na Case pro rizné koncentrace substratu [59].

Amperometrické meéreni

Touto metodou lze zaznamenavat pouze latky, které jsou tzv. elektroaktivni, coz zna-
mena, ze jsou schopny elektrochemické piemény u povrchu elektrody. Na elektrodu je zde
vkladdno konstantni napéti a vlivem redoxni reakce dochdzi ke vzniku -elektrického
proudu, ktery je imérny koncentraci sledované elektroaktivni latky. Méfeni se obvykle provadi
ve tiielektrodovém usporadani slozeném z pracovni kovové elektrody (napft. zlaté), referentni
elektrody, kterou je Casto chloridostiibrna elektroda a platinové pomocné elektrody. Jednou
z moznosti, jak studovat katecholdzovou aktivitu enzymi/komplexti je pomoci jejich imobili-
zace na pracovni elektrodu a sestrojenim tak amperometrického bio ¢i biomimetického senzoru.
Vlivem oxidace katecholu na chinon zde dochazi k narustu elektrického proudu. Kinetiku re-
akce lze méfit na zaklad¢ rostouciho proudu v Case, coz je analogické se spektrofotometrickou
metodou. Obrazek €. 15 zobrazuje zavislost proudu na ¢ase béhem oxidace riznych koncentraci

dopaminu na uhlikové pastové elektrodé s imobilizovanou tyrosinazou [60].
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Obrazek 15: Zavislosti proudu na ¢ase béhem oxidace 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 a 100 umol/L dopaminu
na uhlikové pastové elektrodé s imobilizovanou tyrosindzou; ptevzato z [60].

Biomimetické senzory zaloZzené na komplexech médi

Ptednim divodem syntézy biomimetickych komplext médi je jejich vyuziti pro detekci
fenolickych latek, a to i v jejich stopovém mnozstvi [42, 64]. Biomimetické senzory jsou che-
micky modifikované elektrody [65], kde inkorporovany komplex miize slouzit jako katalyzator
reakce anebo pouze jako rychly mediator prenosu elektrona [54]. K tomuto ucelu jsou velmi
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oblibené uhlikové pastové elektrody [64]. Hlavnimi vyhodami biomimetickych senzort jsou
predevsim nizka cena, snadnd vyroba, rychla obnova povrchu, citlivost a selektivita [65]. Sou-
¢asné jsou jejich konstrukci feSeny nevyhody biosenzort s imobilizovanou tyrosindzou, kte-
rymi jsou zejména kratka zivotnost, relativné vysoké detekéni limity a nizkd stabilita [42]. Ta-
kovéto senzory shledavaji uplatnéni v Siroké Skale primyslovych odvétvich, jakymi jsou
napf. potravinarsky, farmaceuticky ¢i textilni pramysl nebo ¢isténi vod [54]. Zvlaste dulezité
jsou v Iékatské diagnostice, a to pro detekci katecholaminii, kterymi jsou dopamin, levodopa,
epinefrin ¢i norepinefrin. Katecholaminy jsou podstatné pro nervovy systém, kde zastavaji
funkci centralnich a perifernich neurotransmiterii. AvSak vysoké hladiny téchto latek v télnich
tekutinach indikuji nddorovéa onemocnéni centralni nervové soustavy ¢i nadledvinek. Stanoveni
katecholaminti v télnich tekutinach ma ptedni vyznam u osob trpici Parkinsonovou chorobou
nebo stresem. Jejich kvantitativnim stanovenim lze také odhalit néktera endokrinni onemocnéni

¢i dalsi patologické nebo fyziologické abnormality v téle [65].
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2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Chemikalie

V tabulce €. 8 je sepsan seznam chemikalii, a to v¢etné jejich vyrobcet, které byly pouzity

v experimentalni casti.

Tabulka 8: Prehled pouzitych chemikalii v€etné jejich vyrobct.

Chemikalie Vyrobce
Acetonitril pro HPLC, >99,9% Honeywell, Seelze, Némecko
Acetonitril bezvody, 99,8% Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Ethanol absolutni, >99,8% Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Methanol pro HPLC Penta, Chrudim, Ceska republika
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, Cisty Penta, Chrudim, Ceska republika
Dopamin hydrochlorid Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
3,5-di-tert-butylkatechol, 98% Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
3,5-di-tert-butyl-o-benzochinon, 98% Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Kyselina chlorovodikova, 36% Penta, Chrudim, Ceska republika
Hydroxid sodny, p.a. Penta, Chrudim, Ceska republika
Hydranal Coulomat-E Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Destilovana voda Univerzita Pardubice, Ceska republika
Tyrosinaza, izolovana z Agaricus bisporus Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

2.1.1 Biomimetické komplexy médi

Vzorce studovanych komplexi a jejich ligandd, které byly syntetizované na Ustavu che-
mie a technologie makromolekularnich latek Fakulty chemicko-technologické Univerzity Par-
dubice, jsou prezentované v tabulce €. 9. Pro ptehlednost budou v diplomové praci dale ozna-
¢ovany pod cCisly 1, 2 a 3. Na obrazku ¢. 16 jsou ptedstaveny struktury téchto komplexti a v po-
pisku jsou navic uvedeny jejich molarni hmotnosti. Vzorky jednotlivych komplexii 1ze spatfit

na obrazku ¢. 17.
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Tabulka 9: Vzorce studovanych komplext a jejich ligandii syntetizovanych na Univerzité Pardubice.

Komplex Vzorec
1 [Cu(Cl04)2(L1)]
2 [Cu(Cl04)2(L?)]
3 [Cu2L*(OAc)2(H20)](Cl104)
Ligand Vzorec
L! N,N'-bis[(6-methoxypyridin-2-yl)methyl]-N,N’-dimethylethan-1,2-diamin
L? N,N'-bis(pyridin-2-ylmethylen)ethan-1,2-diamin
L’ 2,6-bis[(N-methyl piperazin-1-yl)methyl]-4-formylfenol (HL)

~ O™

Komplex 1 Komplex 2 Komplex 3

Obrazek 16: Struktury studovanych komplexti. Komplexy 1 a 2: jednojaderné; komplex 3: dvouja-
derny. Molarni hmotnosti: komplex 1=560,8 g/mol; komplex 2=500,7 g/mol; komplex 3=692,2 g/mol.
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Obrazek 17: Vzorky studovanych biomimetickych komplext médi. Snimek vlevo: komplex 1; sni-
mek uprostied: komplex 2; snimek vpravo: komplex 3.
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2.2 Pristroje a pomucky

V tabulce €. 10 jsou uvedeny pfistroje a pomticky, vcetné jejich vyrobet, které byly vyu-

zity béhem experimentt.

Tabulka 10: Vycet pouzitych pfistrojii a pomiicek vcetné jejich vyrobcti.

Pristroj/pomiicka Vyrobce

Stolni multimetr Orion 5-Star Thermo Fisher Scientific, Singapur

GBC Scientific Equipment, Victoria,

UV-VIS spektrometr Cintra 4040 Australie
Kyveta 100-QX, 10 mm Hellma Analytics, Némecko
pH metr Orion Star A325 Thermo Fisher Scientific, Indonésie
Laboratorni vahy KERN PLE 200-3 | KERN &Sohn Sﬁl’g Balingen, Né-

Analytické vahy Sartorius BP211D Sartorius AG, Goéttingen, Némecko

Kyslik 2.5, tlakova lahev Linde Gas a.s., Praha, Ceska republika
Michacka magneticka s ohfevem Hei- | Heidolph Instruments, Schwabach, N¢-
dolph MR Hei-Tec mecko
Michadlo magnetické Color Squid TKA Werke Grpr & CVO' KG, Staufen im
Breisgau, Némecko
S Eppendorf Czech & Slovakia s.r.o., Ri-
Automatické pipety Eppendorf cany, Ceské republika
: AV Eppendorf Czech & Slovakia s.r.o., Ri-
Pipetovaci Spicky Eppendorf cany, Ceska republika
. Eppendorf Czech & Slovakia s.r.o., Ri-
Mikrozkumavky typu Eppendorf sany, Ceské republika
Plastové centrifuga¢ni zkumavky s | Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, N¢-
vickem mecko
Laboratorni nidobi Fisher Scientific, Pardubice, Ceska re-
publika
Skenovac1Ve]IEeCl}<tAro3n %\gUmlkroskop Tescan, Brno, Ceska republika
Napragovacka Q150R Plus Quorum Technologies, Lewes, Velka
p Britanie

Castice z hydra21’dove magnet. perlove Univerzita Pardubice, Ceska republika
celulozy L1805

Coulometricky titrator 831 KF

Metrohm, Herisau, Svycarsko

Magneticka michacka 728 Metrohm, Herisau, Svycarsko

ICP-MS spektrometr Agilent 7900 Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,

s kvadrupolovym anal}{zatrorem iontil a Kalifornie, USA
oktapolovou kolizni celou
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2.3 Priprava zasobnich roztoku

2.3.1 Zasobni roztoky pro elektrochemicka méreni

Postupné byly ptipraveny 10mL 0,01M zasobni roztoky komplext 1, 2 a 3 navazenim
56,08 mg komplexu 1, 50,07 mg komplexu 2 a 69,22 mg komplexu 3. Navazky byly poté roz-
pustény v bezvodém acetonitrilu. Pro méfeni ve vodném prostredi byl jako substrat pouzit do-
pamin, jehoz 10mL 0,01M zasobni roztok byl pfipraven navazenim 18,96 mg dopamin hyd-
rochloridu, ktery byl nasledné¢ rozpustén v 0,05M kyseliné chlorovodikové. Vodné prostredi
predstavoval fosfatovy pufr o pH 7. Nejprve byl pfipraven 250mL 0,1M roztok dihydratu di-
hydrogenfosfore¢nanu sodného, a to rozpusténim 3,9 g dihydratu dihydrogenfosforecnanu sod-
ného v destilované vodé. Poté bylo pH roztoku upraveno na hodnotu 7 postupnym piidavkem
0,2M roztoku hydroxidu sodného. Méfeni v nevodném prostiedi bylo uskutecnéno v methanolu
a jako substrat byl pouzit 3,5-di-tert-butylkatechol (3,5-DTBC). Zasobni 0,01M roztok 3,5-
DTBC (10 mL) byl ziskdn navazenim 22,23 mg 3,5-DTBC a jeho rozpusténim v methanolu
(pro HPLC). Také byl pfipraven zasobni roztok tyrosindzy, a to navdZzenim 2 mg enzymu a na-

slednym rozpusténim v 1 mL jiz pfipravené¢ho fosfatového pufru.

2.3.2 Zasobni roztoky pro spektrofotometricka méreni

Zasobni 0,01M roztoky komplexii 1, 2 a 3 byly pfipraveny obdobn¢ jako u méteni spo-
tteby kysliku. V pfipadé méfeni ve vodném prostiedi, respektive ve fosfatovém pufru
o pH 7, byl ptipraven 10mL 0,I1M zésobni roztok dopaminu navazenim 189,64 mg dopamin
hydrochloridu a jeho rozpusténim ve fosfatovém pufru. Pro méteni s tyrosindzou byl pfichystan
0,01M zasobni roztok dopaminu stejnym postupem jako u elektrochemického méteni spotieby
kysliku. Katecholdzova aktivita komplexii v nevodném prostiedi byla sledovana opét s 3,5-
DTBC, jehoz 10mL zé&sobni roztoky byly pfipraveny jako 0,1 a 0,01M. V piipadé¢ 0,1M roztoku
bylo navazeno 22,23 mg 3,5-DTBC a pro 0,01M roztok 222,3 mg. Ob¢ navazky byly nésledné
rozpustény v bezvodém acetonitrilu. Jako reakéni organické prostfedi pro méteni byl zde vy-
bréan acetonitril (pro HPLC). Pro kalibraci na produkt byl ptipraven 10mL 0,1M zasobni roztok
3,5-di-tert-butyl-o-benzochinonu, a to navazenim 220,2 mg a naslednym rozpusténim v bezvo-

dém acetonitrilu.

2.4 Postup pro zakotveni komplexu 3 na magnetickych ¢asticich

Do mikrozkumavky typu Eppendorf bylo nejprve napipetovano 50 pL destilované vody.

Pak byla na zkumavce u hladiny vody zakreslena ryska, po kterou byly nasledné pievedeny
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magnetické ¢astice. Timto zplisobem bylo do mikrozkumavky pfesunuto piiblizn¢ 50 pL ¢as-
tic, které byly poté promyty v absolutnim ethanolu. Do sklenéné 1€kovky bylo navazeno 7 mg
komplexu 3. Promyté ¢astice byly spolecné s pfiméfenym mnozstvim ethanolu pfeneseny do 1¢-
kovky ke komplexu a po dobu 3 hodin spole¢né vafeny pii 70 °C na magnetické michacce

s ohfevem.

2.5 Postup pro stanoveni katecholazové aktivity: elektrochemicky

Vsechna elektrochemicka méteni spotieby kysliku byla provedena vzdy ve 3 mL reak¢ni
smési slozené z roztoku komplexu, substratu a zvoleného prostiedi (fosfatovy pufr ¢i metha-
nol). Do sklenéné 1ékovky byl nejdiive napipetovan fosfatovy pufr ¢i methanol v pisluSném
objemu dle potiebné koncentrace substratu. Poté byl ptidan roztok komplexu nebo tyrosinazy.
Komplexy 1 a 2 byly proméfované pouze ve fosfatovém pufru, do kterého byly ptidavany vzdy
v objemu 1,5 mL, coz odpovidalo vysledné koncentraci v reakéni smési 5 mmol/L. Tyrosinaza
byla taktéZ métena jen ve fosfatovém pufru, do n€hoz byla pipetovana ve 3 pL, a tudiz byla jeji
koncentrace v roztoku 2 pug/mL. Spotfeba kysliku béhem reakce katalyzované komplexem 3
byla sledovand v prostiedi methanolu, do kterého byl ptidavan v objemu 45 pL. Koncentrace
komplexu 3 ve smési tedy byla 0,15 mmol/L. Takto pfipravené roztoky byly postupné umistény
na magnetické michadlo. Nasledné byla do roztoki vlozena kyslikova sonda a po ustaleni kon-
centrace kysliku byl pipetovan ptislusny substrat. Pro komplex 1, 2 a tyrosinadzu byl pouzit
dopamin, ktery byl s komplexem 1 proméfovan v koncentratnim rozmezi 0,2-1,5 mmol/L,
s komplexem 2 od 0,2 do 2,5 mmol/L a pro reakce s tyrosindzou od 0,1 do 3 mmol/L. Na pfi-
stroji byla kazdych 30 sekund odectena hodnota koncentrace kysliku (mg/L) v roztoku po dobu
20 minut. Katecholdzova aktivita komplexu 3 byla sledovana s 3,5-DTBC v rozmezi koncen-
trace 0,05-1,5 mmol/L. Ubytek kysliku byl pozorovan v 10 sekundovém intervalu v ramci 3 mi-
nut.

Pro jednotlivé koncentrace substratu byly nasledné sestrojeny zavislosti ubytku kysliku
na Case. Jednotliva data byla prolozena kiivkami, u kterych byla odectena jejich smérnice. Poté
byla vzdy sestavena zavislost piislusnych smérnic na méfenych koncentracich substratu, coz
znazoriovalo saturacni kiivku dle Michaelis-Mentenové. Pro zjisténi kinetickych parametrii

reakce byla vyuzita linearizace dle Lineweavera a Burka.

2.6 Postup pro stanoveni katecholazové aktivity: spektrofotometricky

Katecholazové aktivity komplexii/tyrosinazy byly sledovany nejprve v piislusném pro-

sttedi (fosfatovy pufr, acetonitril) obsahujici kyslik v pfirozeném mnoZzstvi, a poté se zvySenym
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mnozstvim. Pro méfeni s 3,5-DTBC byla provedena kalibrace na jeho oxidacni produkt 3,5-di-

tert-butyl-o-benzochinon.

2.6.1 Meéreni v prostiedi s prirozenym obsahem kysliku

Pro jednotliva spektrofotometricka méteni vznikajiciho produktu oxidace dané¢ho sub-
stratu byl celkovy objem reakéni smési taktéZ 3 mL. Do kyvety byl vZdy nejprve pfidan pfi-
slusny objem fosfatového pufru ¢i acetonitrilu, do kterého byl poté napipetovan roztok kom-
plexu ¢i tyrosindzy. Komplex 1 byl pfidavan v obejmu 90 pL, coz odpovidalo vysledné kon-
centraci 0,3 mmol/L ve 3 mL smési. Komplex 2 byl méten v koncentraci 0,6 mmol/L, tudiz byl
pfidavan ve 180 pL. Koncentrace komplexu 3 byla taktéz jako u méfeni spotfeby kysliku
0,15 mmol/L, a proto byl pipetovan v obejmu 45 pL. Roztok tyrosinazy byl pfidavan vzdy
ve 3 uL, a tak vysledna koncentrace enzymu v reakéni smési byla 2 pg/mL. Nasledné byl
do pripravené smeési pridan substrat. Ve fosfatovém pufru byl méten komplex 1, 2 a tyrosinaza
spolu s dopaminem, ktery byl sledovan v koncentraénim rozmezi 0,5-2,5 mmol/L s komplexem
1, v koncentracich 1 az 6 mmol/L s komplexem 2 a s tyrosindzou v rozmezi 0,1 az 3 mmol/L.
Zavislost absorbance na €ase byla zde métena pii 475 nm. U komplexu 1 ve fosfatovém pufru
pro jednotlivé koncentrace dopaminu byla absorbance snimané po 30 sekundach v radmci 30 mi-
nut, u komplexu 2 kazdych 30 sekund po dobu 45 minut a v ptipadé tyrosinazy po 5 sekundach
béhem 45 minut. V prostfedi acetonitrilu byla nariistajici absorbance v ¢ase sledovana béhem
oxidace 3,5-di-tert-butylkatecholu katalyzované komplexy 1 a 2. V piipadé¢ komplexu 1 byl
3,5-DTBC méfen v koncentracich od 0,1 do2 mmol/L a u komplexu 3 v koncentracich
od 0,05 do 1,5 mmol/L. Spektrofotometricka méteni pii vinové délce 400 nm u komplexu 1
trvala vzdy celkem 30 minut a hodnota absorbance byla snimana po 30 sekundach. U komplexu
3 byla absorbance odecitana kazdych 5 sekund po dobu piiblizné¢ 12 minut.

Katecholazova aktivita komplexu 3 zakotveného na magnetickych ¢asticich byla sledo-
vana v bezvodém acetonitrilu za pouziti 3,5-DTBC jako substratu. Céstice byly nejprve z 1¢-
kovky ptevedeny do kyvety a acetonitrilem promyty od ethanolu a nezakotveného komplexu.
Nasledné byl do kyvety, v mnozstvi dle pozadované koncentrace substratu, napipetovan aceto-
nitril. 3,5-di-tert-butylkatechol byl proméfovan v koncentraénim rozmezi 0,1 az 2 mmol/L a ab-
sorbance v zavislosti na Case byla snimana pfi 400 nm po 5 sekundach v rdmci 1 hodiny.
Po kazdém méfeni byly Castice proCistény acetonitrilem. Zaroven byla pozorovana stabilita
vazby komplexu na ¢asticich, kdy byl 3,5-DTBC opakované (celkem 5x) méfen v koncentraci

1 mmol/L. Absorbance byla zaznamenavéna v 5 sekundovych intervalech béhem 30 minut.
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2.6.2 Meéreni v prostiredi syceném Kkyslikem

Pfi méfeni v roztocich s pfidanym kyslikem byl vzdy volen vice koncentrovany
(0,1M) zasobni roztok substratu. Diivodem toho bylo, Ze jist¢ mnozstvi kysliku, které bylo ob-
sazené v roztoku substratu, zaroven fedilo koncentraci jiz obsazeného kysliku v méfici cele.

Proto bylo lepsi vnaset do reakéni smési roztok substratu v co nejmensim objemu.

Reakce ve vodném prostredi

Do kyvety byl nejprve napipetovan fosfatovy pufr, do kterého byl ptfidan komplex 1, 2
¢i tyrosinaza ve stejnych mnozstvich jako u méteni bez syceni. Poté byla kyveta zalepena pa-
rafilmem, ktery byl nasledné propichnut jehlou pfipojenou k tlakové 1dhvi s kyslikem. Roztok
byl sycen vzdy 2 minuty. K takto sycené¢ smési byl pfidan substrat. Objem reakéni smési byl
taktéz 3 mL. Béhem méfeni byla kyveta ptikryta vickem. U komplexu 1 byly zavislosti absor-
bance na ¢ase méteny s dopaminem v koncentraénim rozmezi 0,05-1,4 mmol/L, 1-6 mmol/L
pro reakce s komplexem 2 a s tyrosinazou pouze v koncentraci 0,6 mmol/L. Hodnoty absor-
bance v ¢ase byly snimany opét pii 475 nm. Kinetika reakce komplexu 1 s dopaminem v pii-
slusnych koncentracich byla sledovana po dobu 15 minut a jednotlivé absorbance byly odeci-
tané ve 30 sekundovych intervalech. Celkova doba méteni u komplexu 2 byla 45 minut a ab-
sorbance byla snimana opét kazdych 30 sekund. Tyrosinaza s dopaminem byla proméfovana

1 hodinu a zvySujici se absorbance byla zaznamenéavana po 5 sekundéch.

Reakce v prostiedi acetonitrilu

Do 25mL erlenmeyerovy baiiky bylo ptevedeno piiblizné 25 mL acetonitrilu. Batnika byla
uzaviena parafilmem, ktery byl poté propichnut jehlou napojenou ke kyslikové tlakové lahvi.
Rozpoustédlo bylo nasledné syceno 10 min kyslikem. Po uplynulé dob¢ byl takto pfipraveny
acetonitril napipetovan v poZzadovaném mnozstvi (dle vysledné koncentrace substratu) do ky-
vety. Déle byl pfiddn komplex 1 ¢i 3, a to opét ve stejnych objemech jako v pfipadé méteni
bez syceni. Na zavér byl do roztoku pipetovan substrat a kyveta byla ndsledn€ uzaviena vickem.
Jelikoz byl pouzit jako substrat 3,5-DTBC zavislost absorbance na ¢ase byla snimana pfi vinové
délce 400 nm. Celkovy objem reakcni smési byl totozny s pfedchozimi méfenimi. Proméfované
koncentrace 3,5-di-tert-butylkatecholu u komplexu 1 byly v rozmezi 0,1-2,5 mmol/L a 0,1-
1 mmol/L u komplexu 3. Hodnoty absorbance byly zaznamenavany kazdych 30 sekund. U re-
akci katalyzované komplexem 1 byla celkova doba méteni jednotlivych koncentraci 3,5-DTBC

pokazdé 30 minut a 15 minut v pfipad¢ komplexu 3.

49



Postup pro kalibraci na 3.5-di-tert-butyl-o-benzochinon

Do kyvety byly nejprve pfevedeny 3 mL acetonitrilu (pro HPLC). Poté byl postupné pfi-
davan roztok 3,5-di-tert-butyl-o-benzochinonu tak, aby hodnoty absorbance pii 400 nm byly
meéfeny pro koncentrace 0,1; 0,198; 0,294; 0,388 a 0,481 mmol/L. Nasledné byla sestavena

zavislost odectenych absorbanci na ptislusnych koncentracich 3,5-DTBQ.

V ptipadé méteni s dopaminem byl postup pro vyhodnoceni kinetickych parametrti ob-
dobny jako u sledovani spotfeby kysliku. Data ze zavislosti absorbance na Case pro ptislusné
koncentrace substratu byly proloZeny kiivkami, u kterych byly odecteny hodnoty jejich smér-
nic. Poté byla vytvotena zdvislost jednotlivych smérnic na métenych koncentracich substratu
a jeji naslednou linearizaci dle Lineweavera a Burka stanoveny kinetické parametry. Pro reakce
se substratem 3,5-DTBC byla provedena kalibrace na vznikajici produkt, respektive 3,5-DTBQ.
Hodnoty absorbanci byly tak pfes rovnici linearni regrese ziskané z kalibrace pfepocteny
na koncentrace, které byly ndsledné¢ vyneseny v zavislosti na ¢ase. Po prolozeni jednotlivych
dat kiivkami byly opét odeteny jejich smérnice. Déle byl postup pro stanoveni kinetickych
parametrii Km a Vmax analogicky s pfedchozim. Ze ziskané limitni rychlosti byla navic vypoci-

tand katalytické konstanta (keat), jako dalsi kineticky parametr.

2.7 Postup pro stanoveni obsahu vody ve vybranvch rozpoustédlech dle

Karl Fischera

Obsah vody byl stanoven v pouzitych rozpoustédlech (absolutni ethanol, acetonitril
pro HPLC a bezvody acetonitril). Zvolenym ¢inidlem pro coulometrickou Karl Fischer titraci
byl Hydranal-Coulomat E. Do automatického titratoru bylo vzdy davkovano 800 pL rozpous-

tédla a po jeho ztitrovani byl na displeji odecten vysledny obsah vody.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Stanoveni katecholazové aktivity: elektrochemicky

Néplni téchto experimentil bylo stanovit katecholazovou aktivitu biomimetickych kom-
plext m&di pomoci elektrochemického méfeni spotiebovaného mnozstvi kysliku béhem oxi-
dace piislusného substratu. Pro méfeni byla pouzita polarograficka kyslikova sonda. Zaroven
byla urcena i katecholdzova aktivita enzymu tyrosinaza, vici které byly aktivity komplexti na-

sledné porovnavany.

3.1.1 Méreni ve vodném prostiedi

Komplex 1

Na zaklad¢ postupu uvedeného v podkapitole 2.5 byly naméteny hodnoty koncentrace
kysliku béhem oxidace dopaminu jako substratu, ktery byl sledovéan v koncentracich uvedenych
v legendé¢ grafu (Obr. 18). Reakce byly katalyzované komplexem 1 a probihaly ve fosfatovém
pufru o pH 7. Z grafu je patrné, Ze ¢im vyssi byla koncentrace substratu, tim vétsi byl ubytek
kysliku za ¢as. Po jisté dobé&, kdy veskeré mnozstvi dopaminu bylo pfeménéno na chinon, doslo
k ustaleni koncentrace kysliku pfitomného v reakéni smési. U vySSich koncentraci tak docha-

zelo k pomalej$imu ustaleni, jelikoz bylo tieba zoxidovat vétsi mnozstvi substrétu.

82 T
c(0;) [mg/L]

M~Wm

72 T+
7 4
6,8 t t } t t } t t |
30 160 290 420 550 680 810 940 1070 1200
t[sl]
1L,5mM =1 mM 0,8 mM 0,5mMM eeem(,4mM ==03mMN ==@=0_2mM

Obrazek 18: Zavislosti koncentrace kysliku na ¢ase métené beéhem oxidaci ptislusnych koncentraci
dopaminu (viz legenda grafu) katalyzovanych komplexem 1. Prostfedi pro méieni: fosfatovy pufr
o pH 7; koncentrace komplexu 1: 5 mmol/L.
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Smérnice vyse uvedenych kiivek byly nasledné vztazeny k piislusnym koncentracim do-
paminu a byla tak sestrojena satura¢ni kiivka (Obr. 19). Pro vyhodnoceni kinetickych parame-
trl byla nasledné saturaéni kiivka linearizovana podle Lineweavera a Burka (Obr. 20). Dle po-
stupu popsaném v kapitole 1.3 byla stanovena Michaelisova konstanta na hodnotu 0,5 mmol/L

a limitni rychlost na 0,0041 mg/L.s.

vimg/Ls] %35 T
0,0030 +
0,0025 +
0,0020 + n
0,0015 + D

0,0010 +

0,0005 +

0,0000 : : } : : : : |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

¢ (dopamin) [mM]

Obrazek 19: Saturacni kivka pro oxidace jednotlivych koncentraci dopaminu katalyzované kom-
plexem 1 ve fosfatovém pufru o pH 7.
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Obrazek 20: Linearizace dle Lineweavera a Burka pro vyhodnoceni kinetickych parametrii oxidace
dopaminu katalyzované komplexem 1.
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e Vzorovy vypocet kinetickych parametra:

Rovnice linearni regrese:

y = 119,19x + 241,29

1. Michaelisova konstanta

Km = m = 0,5 mmol/L
119,19
2. Limitni rychlost
Vinax = 241.29 = 0,0041mg/L.s

Komplex 2

Na obrazku €. 21 jsou zobrazeny jednotlivé zavislosti koncentrace kysliku na ¢ase sledo-
vané béhem oxidaci piislusnych koncentraci dopaminu, jejichz konkrétni hodnoty jsou prezen-
tované v legend¢ grafu. Reakce byly katalyzované komplexem 2 a probihaly ve fosfatovém

pufru o pH 7. Souvislosti, které 1ze vyvodit z tohoto grafu jsou stejné jako u komplexu 1.

9
c(0;) [mg/L]

85 F

7,5
7 -
6,5 T
[ t t t t t t t t |
30 160 290 420 550 680 810 940 1070 1200
t[s]
——25mM  =—@=2mM —@—1,5 mM 1,3mM  =—8=—0,8 mM
—8— 0,5 mM 04mM  —@=03mM  =—@=02mM 0,1mM

Obrazek 21: Zavislosti koncentrace kysliku na ¢ase zaznamenané béhem oxidaci jednotlivych kon-
centraci dopaminu (viz legenda grafu) katalyzovanych komplexem 2. Prostiedi pro méfeni: fosfatovy
pufr o pH 7; koncentrace komplexu 2: Smmol/L.
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Pomoci linearizace saturacni kiivky (Obr. 22) dle Lineweavera a Burka (Obr. 23) byly
zjistény kinetické parametry. Michaelisova konstanta ¢inila 1,3 mmol/L a limitni rych-
lost 0,0074 mg/L.s. Podle hodnot téchto parametrl 1ze usuzovat, Ze komplex 2 je méné aktivni

v porovnani s komplexem 1.

v [mg/L.s] 0,006
0,005 +
0,004 o

0,003 +

0,002 + o

0001 + @

0,000 1 1 1 i i i
0 0,5 1 15 2 2,5 3

¢ (dopamin) [mM]

Obrazek 22: Saturacni kiivka oxidace danych koncentraci dopaminu katalyzované komplexem 2
ve fosfatovém pufru o pH 7.
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Obrazek 23: Linearizace dle Lineweavera a Burka pro vyhodnoceni kinetickych parametri oxidace
dopaminu katalyzované komplexem 2.

Dle charakteru saturac¢nich kiivek lze porovnat katalytickou aktivitu komplext 1 a 2

(Obr. 24). Kfiivka ziskand z méfeni komplexu 1 je vice strmd a k jejimu ustaleni dochézi
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pii niz$i hodnot¢ nez v ptipadé komplexu 2. Z téchto skutecnosti opét plyne, ze vice katalyticky

aktivni je komplex 1.
v [mg/L.s] 0,006 T

0005 + e

0,004 + .

0,003 +

0,002 + ':"—"'

000 + §

0,000 } } } } } |
0 0,5 1 15 2 2,5 3
¢ (dopamin) [mM]
B Komplex 1 ® Komplex 2

Obrazek 24: Porovnani satura¢nich kiivek z méteni oxidace dopaminu katalyzované komplexy 1 a 2.

Tyrosinaza
Obrazek €. 25 predstavuje zdznamy klesajici koncentrace kysliku vlivem oxidaci jednot-
livych koncentraci dopaminu (viz legenda grafu) katalyzovanych tyrosinazou. Z grafu si lze
vSimnout, ze kiivky méfenych koncentraci dopaminu 2; 2,5 a 3 mmol/L maji podobnou smér-
nici, coz je zpusobeno tim, Ze pii téchto koncentraci dochazi témét k uplnému nasyceni en-
Zymu.
(09 tmg/1
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5,25
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Obrazek 25: Zavislosti koncentrace kysliku na ¢ase zaznamenavané béhem oxidaci ptislusnych kon-
centraci dopaminu katalyzovanych tyrosinazou. Prostfedi pro méteni: fosfatovy pufr o pH 7; koncen-
trace tyrosinazy: 2 pg/mL.
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Satura¢ni kiivkou (Obr. 26) byl nasledné potvrzen vyse uvedeny poznatek o nasyceni
tyrosinazy pii nejvyssich métenych koncentraci dopaminu. Linearizaci saturacni kiivky dle Li-
neweavera a Burka (Obr. 27) byly opét vyhodnoceny kinetické parametry reakce. Michaelisova

konstanta byla stanovena na 0,58 mmol/L a limitni rychlost na 0,0106 mg/L.s.

v [mg/L.s] 0,010 1
0000 + e .
0,008 + e o

0,007 + '

0,006 + )
0,005 +
0,004 +
0,003 +
0,002 +

0,001 +

0,000 : : : } : : |
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

¢ (dopamin) [mM]

Obrazek 26: Saturacni kiivka pro oxidace sledovanych koncentraci dopaminu katalyzované tyrosina-
zou ve fosfatovém pufru o pH 7.

1/v [L.s/mg] 70 T
600 +
500 +
200 + o .

300 T

200 +
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Obrazek 27: Linearizace dle Lineweavera a Burka pro stanoveni kinetickych parametri oxidace do-
paminu katalyzované tyrosinazou.
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V tabulce €. 11 je uveden souhrn kinetickych parametrt, které byly vyhodnoceny pomoci
linearizace dle Lineweavera a Burka pro jednotlivé oxidace dopaminu katalyzované komplexy
1, 2 a tyrosindzou ve fosfatovém pufru.

Tabulka 11: Piehled vyhodnocenych kinetickych parametri oxidaci dopaminu katalyzovanych kom-

plexy 1, 2 a tyrosindzou. Lineariza¢ni technika: dle Lineweavera a Burka; metoda méteni: elektroche-
mické méfeni spotieby kysliku; prostiedi pro méteni: fosfatovy pufr o pH 7.

Komplex/tyrosinaza | Rovnice linearni regrese* Kun [mmol/L] | V [mg/L.s]
Komplex 1 y=119,19x+241,29 0,5 0,0041
Komplex 2 y=174,64x+135,26 1,3 0,0074
Tyrosinaza y=54,536x+93,919 0,58 0,0106

k&
pozn.: pro ptimky ziskané linearizaci jednotlivych saturacnich kiivek dle Lineweavera a Burka

Kontrola stability dopaminu ve vodném prostiedi

Pro ovéfeni, zda nedochazelo béhem méieni k samovolné oxidaci dopaminu, byla sledo-
vana také koncentrace kysliku v reakéni smési bez komplexu/tyrosinazy (Obr. 28). Pro tento
ucel byl prométovan dopamin v koncentracich 0,2; 0,8 a 1,5 mmol/L. Ubytek kysliku v pribéhu

20 minut byl zcela zanedbatelny.

c (0;) [mg/L]

84 t

78 +

74 +

7,2 : } } } } !
800 1000 1200
t[s]

—— 15 mM —t— (0,8 mM ——0,2 mM

Obrazek 28: Zavislosti koncentrace kysliku na ¢ase métené v roztocich obsahujici pouze fosfatovy
pufr a dopamin v koncentracich uvedenych v legendé grafu.
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3.1.2 Meéreni v prostiedi methanolu

Komplex 3

Pfed méfenim samotného komplexu 3 byly provedeny experimenty tykajici se sledovani
ubytku kysliku béhem oxidace dopaminu a 3,5-di-tert-butylkatecholu v methanolu katalyzo-
vané komplexy 1 a 2. Spotieba kysliku byla pozorovana jednak v ¢istém, tak v 50% methanolu.
Ackoli nedochazelo béhem méreni k viditelné zméné koncentrace kysliku, tak sledovani kate-
cholazové aktivity touto metodou bylo v nevodném prostiedi uskutecnéno pouze s komplexem
3. Nevodné prostiedi je zaroven nevhodné i pro tyrosinazu. Komplex 3 nebyl naopak méien
ve vodném prostiedi, jelikoZ je ve vod¢ neaktivni a také dochazi k jeho degradaci. Vhodnym
substratem pro nevodna prostredi je 3,5-DTBC.

V ptipad¢ reakci katalyzovanych komplexem 3 musely byt jednotlivé koncentrace kys-
liku snimany po 10 sekundach béhem 3 minut (Obr. 29), jelikoZ dochazelo k velmi rychlé pre-
méné 3,5-di-tert-butylkatecholu na 3,5-di-tert-butyl-o-benzochinon.

71 T

c (0y) [mg/L]

6,6 T
6,5 +
6,4 } } } } } } } } |
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
t[s]
——15mM =@=1mM 0,8 mM 0,6 MM =@=04mM

=®=03mWV =—@=02mM e=@=01mh =@=0,05mM

Obrazek 29: Zavislosti koncentrace kysliku na ¢ase béhem oxidaci prislusnych koncentraci 3,5-
DTBC (viz legenda) katalyzovanych komplexem 3. Prostfedi pro méteni: methanol; koncentrace kom-
plexu 3: 0,15 mmol/L.

Pomoci linearizace saturacni kiivky (Obr. 30) dle Lineweavera a Burka (Obr. 31) byla
vyhodnocena Michaelisova konstanta na 0,2 mmol/L a limitni rychlost na 0,0088 mg/L.s. Rov-

nice linearni regrese byla pro tuto zavislost y=22,895x+113,74.

58



0,010 T

v [mg/L.s]
0,009 +
0,008 +
0,007 + o
0,006 + '
0,005 +
0,004 + 0
0,003 + .d'.‘
0,002 +

0,001 +

0,000 t t t } } t t |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
¢ (3,5-DTBC) [mM]

Obrazek 30: Saturac¢ni kivka pro oxidace ptislusnych koncentraci 3,5-DTBC katalyzované kom-
plexem 3 v prostfedi methanolu.
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Obrazek 31: Linearizace dle Lineweavera a Burka pro vyhodnoceni Michaelisovy konstanty a limitni
rychlosti oxidace 3,5-DTBC katalyzované komplexem 3.

3.1.3 Souhrnny komentar k experimentim zaloZenych na méreni
spotieby kysliku (elektrochemicky)
Zde je nutné poznamenat, Ze mefeni zaloZena na elektrochemickém zaznamendvanim

spotieby kysliku byla ovlivnéna hned nckolika faktory, které by mohly mit vliv na ptislusné
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vysledky. Mezi takovéto faktory patii zejména vlastni spotieba kysliku polarografickou kysli-
kovou sondou, ktera navic vyzaduje michani roztokem béhem méteni. Michanim mutze docha-
zet k nezadouci zméné hodnoty obsahu kysliku béhem sledované reakce. Dalsi problém, ktery
by mohl ovlivnit sledovany obsah kysliku je produkce peroxidu vodiku béhem oxidaci kataly-
zovanych jednojadernymi komplexy (komplex 1 a 2).

Objektivné mizeme navzajem porovnat aktivity komplexu 1, 2 a tyrosinazy, jelikoz byly
méfeny se stejnym substratem v totozném prostiedi a stejnou metodou. Dle stanovenych hodnot
Michaelisovy konstanty 1ze usoudit, Ze se tyrosinaze nejvice podobd komplex 1, ackoli je podle
namefené limitni rychlosti asi tfikrat pomalejsi (Tab. 11). Také je na misté podotknout, Ze ty-
rosinaza je schopna této aktivity dosahnout v o dost niz$i koncentraci (2 pg/mL) v porovnani
s komplexy (komplex 1: 2,8.10° pg/mL; komplex 2: 2,5.10° pg/mL).

Komplex 3 se podle kinetickych parametrl jevi jako nejvice aktivni, ale bohuZel zde ho
nelze s dalsimi komplexy ¢i tyrosindzou srovnavat. Jeho aktivita bude néasledné porovnana

s komplexem 1 pomoci spektrofotometrickych méteni (viz podkapitola 3.2).

3.2 Stanoveni katecholazové aktivity: spektrofotometricky

Druhym zpiisobem, kterym byla zjistovana katecholazova aktivita vybranych komplexa
médi bylo pomoci spektrofotometrického méfeni produktu vzniklého oxidaci pouzitého sub-
stratu. Jednotlivé experimenty byly provadény nejprve s roztoky s pfirozenym obsahem kysliku
a nasledné po zvyseni jeho obsahu. Soucasti t€chto experimentli bylo také stanovit katechola-

zovou aktivitu tyrosinazy a srovnat ji se sledovanymi komplexy.

3.2.1 Meéreni UV/VIS spekter prisluSnych produkti reakce
Pted zahajenim experimentii bylo nutné u vybranych substratd, kterymi byly dopamin

a 3,5-di-tert-butylkatechol, zjistit, pii jaké vinové délce absorbuji jejich oxidacni produkty.

Dopaminochrom

Pro reakce ve vodném prostiedi byl jako substrat volen dopamin. Oxidaci dopaminu
vznikéd nejprve o-dopaminchinon, ktery néasledné cyklizuje na leukodopaminchrom. Vznikly
leukodopaminchrom podléha dalsi oxidaci za tvorby dopaminochromu, ktery je zde sledova-
nym produktem reakce. Stabilita produkovaného dopaminochromu neni bohuzel pftili§ velika
a po sléze dochazi k jeho pfemén€ na 5,6-dihydroxyindol a nasledné polymerizaci za vzniku
polydomaminu.

Pro zjisténi vlnové délky, pii které absorbuje postupné vznikajici dopamino-

chrom, byla méfena zavislost absorbance na vlnové délce (vrozmezi 200-700 nm).
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UV/VIS spektra dopaminochromu byla snimana béhem oxidace dopaminu katalyzované jed-
nak komplexem 1 (Obr. 32), tak komplexem 2 (Obr. 33). V obou piipadech byla nejprve pro-
méfena absorpce fosfatového pufru. Nasledné byla sledovdna absorpce samotnych kom-
plext, které odpovidaji modré kiivky. Poté byl do pftislusnych reakénich smési ptidan dopa-
min, a to v koncentraci 1 mmol/L pro méteni s komplexem 1 a 3 mmol/L s komplexem 2. Kon-
centrace komplexu 1 vreakéni smési byla 0,3 mmol/L a komplexu 2 0,6 mmol/L.
UV/VIS spektra vznikajicitho dopaminochromu (¢ervené kiivky) byla zaznamenavana v 5 mi-

nutovych intervalech po dobu 30 minut. VIinova délka, pfi které absorbuje dopaminochrom byla

stanovena na 475 nm.
0,3
A [AU]
0,25
0,2

0,15

0,1 1%

Nognt?
005 T -«

Anm]

Obrazek 32: UV/VIS spektrum postupné vznikajiciho dopaminochromu jako produktu oxidace dopa-
minu katalyzované komplexem 1.
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Obrazek 33: UV/VIS spektrum postupné vznikajiciho dopaminochromu jako produktu oxidace dopa-
minu katalyzované komplexem 2.

3.5-di-tert-butyl-o-benzochinon

Ke sledovani katecholdazové aktivity v nevodném prostiedi byl jako substrat pouZit 3,5-
di-tert-butylkatechol, jehoZ oxida¢nim produktem je 3,5-di-tert-butyl-o-benzochinon. Spektra
3,5-DTBQ tvotfené¢ho oxidaci 1mM 3,5-DTBC katalyzovanou komplexem 1 (Obr. 34) a kom-
plexem 3 (Obr. 35), byla snimana v rozmezi vlnovych délek 200 az 600 nm. Nejdiive byla
prométena absorpce samotného acetonitrilu (pro HPLC). Dale byla zaznamenana absorpce stu-
dovanych komplext (modré kiivky) a nasledné byly méfeny absorpéni ¢ary vznikajiciho 3,5-
DTBQ a to vzdy po 50 sekundach béhem 400 sekund. Komplex 1 byl ve sledované reakéni
smési obsazen v koncentraci 0,3 mmol/L a komplex 3 v koncentraci 0,15 mmol/L. Na zaklad¢

meéfeni bylo zjisténo, Ze 3,5-di-tertbutyl-o-benzochinon absorbuje pii vinové délce 400 nm.
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Obrazek 34: UV/VIS spektrum 3,5-di-tert-butyl-o-benzochinonu vznikajiciho oxidaci 3,5-di-tert-bu-
tylkatecholu katalyzovanou komplexem 1.
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Obrazek 35: UV/VIS spektrum 3,5-di-tert-butyl-o-benzochinonu vznikajiciho oxidaci 3,5-di-tert-bu-
tylkatecholu katalyzovanou komplexem 3.
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3.2.2 Meéreni ve vodném prostiedi s prirozenym obsahem Kysliku

Komplex 1

Na obrazku ¢. 36 jsou uvedeny zavislosti absorbance na ¢ase sledované béhem oxidace
dopaminu méfeného v prislusnych koncentracich (viz legenda grafu). Reakce katalyzované
komplexem 1 probihaly ve fosfatovém pufru o pH 7 obsahujici pfirozené mnoZzstvi rozpuste-
ného kysliku. Ze zobrazenych zavislosti 1ze vyvodit, Ze s rostouci koncentraci dopaminu v re-
ak¢ni smési bylo dosazeno za dany ¢as vysSich hodnot absorbance, a to vlivem vzniku vétsiho

mnozstvi oxidacniho produktu.
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Obrazek 36: Zavislosti absorbance na case zaznamenané béhem oxidaci pfislusnych koncentraci do-
paminu (viz legenda grafu) katalyzovanych komplexem 1. Prostfedi pro méteni: fosfatovy pufr o pH 7
s prirozenym obsahem kysliku; koncentrace komplexu 1: 0,3 mmol/L.

Na zéklad¢ linearizace saturacni kiivky (Obr. 37) dle Lineweavera a Burka bylo prove-
deno ptesnéjs$i vyhodnoceni kinetickych parametrt reakce (Obr. 38). Michaelisova konstanta
byla stanovena na hodnotu 1,8 mmol/L a limitni rychlost na 0,0002 AU/s. Z uvedenych vy-
sledkt plyne, ze k Gplnému nasyceni komplexu 1 dochézi az pti vysSich koncentraci dopaminu

nez 2,5 mmol/L.
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Obrazek 37: Saturacni kiivka pro oxidace dopaminu katalyzované komplexem 1 v prostiedi fosfato-
vého pufru o pH 7 s pfirozenym obsahem kysliku.
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Obrazek 38: Linearizace dle Lineweavera a Burka pro vyhodnoceni kinetickych parametri oxidace
dopaminu katalyzované komplexem 1.

e Vzorovy vypocet kinetickych parametra:

Rovnice linearni regrese:

y = 8637,3x + 4821,2

1. Michaelisova konstanta

Km = m = 1,8 mmol/L

8637,3
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2. Limitni rychlost

Vmax = 35575 = 00002 AU/s

Komplex 2

Jednotlivé zavislosti absorbance na ¢ase méfené b&hem oxidace piislusnych koncentraci
dopaminu, jejichz hodnoty jsou uvedeny v legendé grafu, predstavuje obrazek ¢. 39. Dané re-
akce byly katalyzované komplexem 2 a probihaly opét ve fosfatovém pufru o pH 7 s piiroze-
nym obsahem kysliku.

07 T
A [AU]

0 i i i i i i i i i

0 300 600 200 1200 1500 1800 2100 2400 2700
t[s]
=@=06 mMV 5mM =@=4mM 3mM =—@=2 mM =—==1mM

Obrazek 39: Zavislosti absorbance na case métené pii oxidacich v legendé zobrazenych koncentra-
cich dopaminu katalyzovanych komplexem 2. Prostfedi pro méfeni: fosfatovy pufr s prirozenym obsa-
hem kysliku; koncentrace komplexu 2: 0,6 mmol/L.

Linearizaci saturacni kiivky (Obr. 40) dle Lineweavera a Burka (Obr. 41) byla stanovena
Michaelisova konstanta, jejiZ hodnota odpovidala 3,4 mmol/L a limitni rychlost, kterd byla
0,0003 AU/s. Z rozmért vyhodnocenych parametril Ize fici, Ze k dosaZeni limitni rychlosti je
tieba vyssi koncentrace dopaminu nez 6 mmol/L. Zaroven ze stanovenych kinetickych parame-

tri je opé€t ziejmé, ze komplex 2 je mén¢ katalyticky aktivni nez komplex 1.
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Obrazek 40: Saturacni ktivka pro oxidace dopaminu katalyzované komplexem 2 v prostfedi fosfato-
vého pufru o pH 7 obsahujici prirozené mnozstvi kysliku.
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Obrazek 41: Linearizace dle Lineweavera a Burka pouzita pro vyhodnoceni kinetickych parametr
oxidace dopaminu katalyzované komplexem 2.

Tyrosinaza

Zaznamy zavislosti absorbance na Case pii oxidaci dopaminu, méteného v koncentracich
uvedenych v legend¢ grafu, jsou zobrazeny na obrazku ¢. 42. Jednotlivé reakce byly katalyzo-
vané tyrosindzou ve fosfatovém pufru o pH 7, ktery obsahoval kyslik v pfirozeném mnozstvi.

Kiivky odpovidajici vy$$im koncentracim dopaminu (1,5; 2; 2,5 a 3 mmol/L) maji nejprve
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velmi prudky nadbéh a po dosazeni jisté absorbance dochazi k jejich spadu. Tento jev je zptiso-
ben polymeraci dopaminu za tvorby polydopaminu, ktery pfi vysSich koncentracich vznika

rychleji a vice nez u niz$ich koncentraci.
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Obrazek 42: Kiivky zavislosti absorbance na ¢ase métené pii oxidacich ptislusnych koncentracich
dopaminu (viz legenda grafu) katalyzovanych tyrosinazou. Prostfedi pro méfeni: fosfatovy pufr o pH 7
s pfirozenym obsahem kysliku; koncentrace tyrosinazy: 2 pg/mL.

Linearizaci saturacni kiivky (Obr. 43) dle Lineweavera a Burka (Obr. 44) byla vypoctena
Michaelisova konstanta, jejiZ hodnota cinila 0,8 mmol/L a limitni rychlost, kterd dosahovala
0,0016 AU/s.
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Obrazek 43: Saturacni ktivka pro oxidace jednotlivych koncentraci dopaminu katalyzované tyrosina-
zou a métené ve fosfatovém pufru o pH 7 s pfirozenym obsahem kysliku.
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Obrazek 44: Linearizace dle Lineweavera a Burka pro vyhodnoceni kinetickych parametrti oxidace
dopaminu katalyzované tyrosinazou.

3.2.3 Meéreni ve vodném prostiedi syceném Kkyslikem

Komplex 1

Na obrazku ¢. 45 jsou vyjadireny zavislosti absorbance na ¢ase naméfené béhem oxidace
prislusnych koncentraci dopaminu, které 1ze nalézt v legend¢ grafu. Reak¢ni prostiedi zde tvofil

fostatovy pufr o pH 7, ktery byl spole¢né s komplexem 1 sycen kyslikem po dobu 2 minut.
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Z uvedeného grafu je patrné, Ze jednotlivé kiivky maji zejména na pocatku strméjsi charakter
v porovnani s kiivkami naméfenymi za ptirozenych podminek.
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Obrazek 45: Zavislosti absorbance na ¢ase zaznamendvané béhem oxidaci ptislusnych koncentraci
dopaminu (viz legenda grafu) katalyzovanych komplexem 1. Prostedi pro méfeni: fosfatovy pufr
o pH 7 syceny kyslikem; koncentrace komplexu 1: 0,3 mmol/L.

Pouzitim linearizace saturacni kiivky (Obr. 46) dle Lineweavera a Burka (Obr. 47) byla

stanovena Michaelisova konstanta na 0,1 mmol/L a limitni rychlost na hodnotu 0,00018 AU/s.
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Obrazek 46: Satura¢ni kiivka pro oxidace dopaminu katalyzované komplexem 1 a méfené ve fosfato-
vém pufru o pH 7 syceném kyslikem.
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Obrazek 47: Linearizace dle Lineweavera a Burka pro stanoveni kinetickych parametrii oxidace do-
paminu katalyzované komplexem 1.

Porovnani saturacni kiivky pro katalyzované oxidace dopaminu méfené za podminek pfi-
rozené¢ho kysliku s kiivkou, kde byl kyslik pfidan, piedstavuje obrazek €. 48. Ze zavislosti je
patrné, Ze dodany kyslik zde zpiisobil prudsi nab¢h saturacni kiivky, coz mélo nasledny vliv

na Michaelisovu konstantu, ktera se tak posunula k nizsi hodnot¢.
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0,00016 + R A
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Obrazek 48: Srovnani saturacnich kfivek oxidacnich reakci dopaminu katalyzovanych komplexem 1
ve fosfatovém pufru o pH 7 obsahujici pfirozené mnozstvi kysliku a fosfatovém pufru s ptidanym kys-
likem.
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Komplex 2

Rust absorbance béhem oxidaci jednotlivych koncentraci dopaminu (viz legenda grafu)
katalyzovanych komplexem 2 je zobrazen na obrazku ¢. 49. Reakce probihaly ve fosfatovém
pufru o pH 7, ktery byl vzdy s komplexem 2 pted samotnym méfeni sycen 2 minuty kyslikem.
Z namétenych hodnot absorbance je evidentni, Ze ptidanim kysliku doslo ke zrychleni oxidace
dopaminu.
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Obrazek 49: Zavislosti absorbance na ¢ase métené béhem oxidaci prislusnych koncentraci dopaminu
(viz legenda grafu) katalyzovanych komplexem 2. Prostiedi pro méfeni: fosfatovy pufr o pH 7 syceny
kyslikem; koncentrace komplexu 2: 0,6 mmol/L.

Pro urceni kinetickych parametrti byla opét volena linearizace saturacni kiivky (Obr. 50)
dle Lineweavera a Burka (Obr. 51). Michaelisova konstanta byla tak stanovena na 3,7 mmol/L
a limitni rychlost na 0,0007 AU/s. Z hodnot vyhodnocenych parametra plyne, Ze k nasyceni
komplexu 2 dopaminem dochazi pii vyssi koncentraci dopaminu nez 6 mmol/L. Z vypoctenych
parametrt lze také potvrdit urychleni oxidace, které bylo jiz pfedpokladdno z nameétenych za-

vislosti absorbance na Case.
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Obrazek 50: Saturacni kiivka sestavena pro oxidace dopaminu katalyzované komplexem 2 ve fosfato-
vém pufru o pH 7 syceném kyslikem.
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Obrazek 51: Linearizace dle Lineweavera a Burka vyuzita pro stanoveni kinetickych parametrii oxi-
dace dopaminu katalyzované komplexem 2.
Z ptimého srovnanim saturacnich kiivek méfenych za podminek ptirozeného a ptidané¢ho
kysliku (Obr. 52) je opét patrné, Ze vétsi koncentrace kysliku v reakéni smési zptisobila urych-

leni katalyzy.
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Obrazek 52: Porovnani saturacnich ktivek oxidaci dopaminu katalyzovanych komplexem 2 métenych
ve fosfatovém pufru (pH 7) za podminek ptirozeného a ptidaného kysliku.

Tyrosinaza

Obrazek ¢. 53 predstavuje srovnani zavislosti absorbance na Case sledované pii oxidaci
0,6mM dopaminu métené ve fosfatovém pufru o pH 7, ktery byl spole¢né s tyrosindzou sycen
2 minuty kyslikem, s téze zavislosti méfenou za podminek piirozeného kysliku. Uvedené
kiivky jsou téméf totozné, proto lze hodnotit, ze mnoZstvi kysliku, které se nachazi ve fosfato-
vém pufru je pro aktivitu tyrosindzy dostacujici a pii jeho zvySeni jiz nedochazi k jakékoli

zmeéne.
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Obrazek 53: Srovnani zavislosti absorbance na ¢ase zaznamenanych béhem oxidaci 0,6mM dopa-
minu katalyzovanych tyrosinazou ve fosfatovém pufru (pH 7) obsahujici pfirozené a piidané mnozstvi
kysliku (viz legenda grafu). Koncentrace tyrosinazy: 2 pg/mlL.

V tabulce €. 12 jsou prezentovany vyhodnocené kinetické parametry oxidaci dopaminu
katalyzovanych komplexy 1, 2 a tyrosindzou. Parametry jsou zde uvedeny jednak pro re-

akce, které byly méteny ve fosfatovém pufru obsahujici pfirozené mnozstvi kysliku, tak pro re-

Tabulka 12: Souhrn stanovenych kinetickych parametrii oxidaci dopaminu katalyzovanych kom-
plexy 1, 2 a tyrosinazou. Lineariza¢ni technika: dle Lineweavera a Burka; metoda méteni: spektrofoto-
metrické méteni vzniklého produktu; prostfedi pro méteni: fosfatovy pufr s prirozenym obsahem kys-

Prostredi 1: Fosfatovy pufr obsahujici pfirozené mnozstvi rozpusténého kysliku

Komplex/tyrosinaza | Rovnice linearni regrese* K [mmol/L] V [AU/s]
Komplex 1 y=8637,3x+4821,2 1,8 0,0002
Komplex 2 y=10335x+3016,6 3.4 0,0003
Tyrosinaza y=534,4x+634,35 0,8 0,0016

Prostredi 2: Fosfatovy pufr syceny kyslikem
Komplex 1 y=680,8x+5691 0,1 0,00018
Komplex 2 y=5205,3x+1405,7 3,7 0,0007
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Kontrola stability dopaminu ve vodném prostiedi syceném kyslikem

Obdobné jako u elektrochemického méfeni byla zkontrolovana stabilita samotného dopa-
minu, zda nedochézi béhem méteni k jeho samovolné oxidaci. Dopamin byl sledovéan v kon-
centracich 0,6 a 1,2 mmol/L ve fosfaitovém pufru syceném 2 minuty kyslikem (Obr. 54). Nartst

absorbance byl za pfiblizné 15 minut u obou koncentraci zanedbatelny.

0,16 T
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0,14 +
0,12 +
01 +
0,08 +
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0 T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800

—t— 1.2 m\ —— (0,6 mM
Obrazek 54: Zavislosti absorbance na ¢ase métené v roztocich obsahujici fosfatovy pufr syceny kysli-
kem a dopamin v koncentracich uvedenych v legend¢ grafu.
3.2.4 Meéreniv prostiedi acetonitrilu s pFirozenym obsahem Kysliku

Kalibrace na 3,5-di-tert-butyl-o-benzochinon

Jak jiz bylo uvedeno, pro méteni v nevodném prostiedi byl jako substrat pouzit 3,5-di-
tert-butylkatechol. Vyhodou tohoto substratu je, ze jeho oxidaci vznika definovatelny a stabilni
produkt, kterym je 3,5-di-tert-butyl-o-benzochinon. Z tohoto diivodu lze provést na tento pro-
dukt kalibraci a stanovit tak dalsi kineticky parametr, kterym je katalyticka konstanta. Hodnota
katalytické konstanty odpovida podilu zjisténé limitni rychlosti a koncentrace piislusného kom-
plexu v reakéni smési. Kalibrace byla provedena dle postupu popsaném v podkapitole 2.6.

Kfivka kalibra¢ni zavislosti v€etné rovnice linearni regrese je zobrazena na obrazku €. 55.
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Obrazek 55: Zavislost absorbance na koncentraci kalibracni fady 3,5-DTBQ.

Komplex 1

Na obrazku €. 56 lze vidét zavislosti absorbance na case, které byly namétené béhem
oxidaci ptislusnych koncentracich 3,5-di-tert-butylkatecholu, jejichz vycet se nachazi v legendé
grafu. Prostfedi pro reakce katalyzované komplexem 1 tvofil acetonitril (pro HPLC), ktery ne-
byl zv1asté obohacovan kyslikem. U jednotlivych kiivek si je mozné povSimnout jisté hodnoty

absorbance, pfi které dochazi k zastaveni riistu a naslednému ustéleni. Pfi téchto absorbanci byl

veskery 3,5-DTBC zoxidovan na 3,5-DTBQ.
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Obrazek 56: Zavislosti absorbance na ¢ase zmétené béhem oxidaci jednotlivych koncentraci 3,5-
DTBC (viz legenda grafu) katalyzovanych komplexem 1. Prostfedi pro méteni: acetonitril
s ptirozenym obsahem kysliku; koncentrace komplexu 1: 0,3 mmol/L.

Pro sestrojeni saturacni kiivky (Obr. 57) bylo nutné veskeré zmétené absorbance pomoci
rovnice linedrni regrese z kalibracni zavislosti pievést na prisluSné koncentrace 3,5-di-tert-bu-
tyl-o-benzochinonu. Zpiisob, jakym byla nasledné kiivka vytvorena, byl jiZ popsan v podkapi-
tole 2.6. Timto postupem byly vyhodnoceny i dalsi saturacni kiivky pro oxidace 3,5-DTBC
métené spektrofotometricky.

Na zéklad¢ linearizace dle Lineweavera a Burka (Obr. 58) byly zjiStény kinetické para-
metry sledovanych oxidaci 3,5-DTBC. Michaelisova konstanta tak ¢inila 2,1 mmol/L a limitni
rychlost 0,0032 mmol/L.s. Velikosti stanovenych parametrii vypovidaji o tom, Ze k nasyceni
komplexu 1 dochézi pfi vyssi koncentraci 3,5-DTBC nez 2 mmol/L. Také byla vypoctena ka-
talytick4 konstanta, jejiz hodnota byla 38,4 h'!.
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Obrazek 57: Saturacni kiivka pro oxidace 3,5-DTBC katalyzované komplexem 1 a métené v pro-
stiedi acetonitrilu obsahujici kyslik v pfirozeném mnozstvi.
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Obrazek 58: Linearizace dle Lineweavera a Burka pro urceni kinetickych parametrt oxidace 3,5-
DTBC katalyzované komplexem 1.

e Vzorovy vypocet kinetickych parametra:

Rovnice linearni regrese:

y = 648,2x + 315,6
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1. Michaelisova konstanta

Kn = 55— = 2,1 mmol/L

2. Limitni rychlost

1
= = 0,0032mmol/L.s

Vmax 315,6
Vypocet katalytické konstanty:
|4 0,0032
Kpge = —=2 = 3600 = 38,4 h~!
Ckomplex 0'3

Komplex 3

Obrazek ¢. 59 prezentuje namétené zavislosti absorbance na ¢ase pfi oxidacich 3,5-
DTBC, ktery byl v koncentracich predstavenych v legendé grafu. Reakce katalyzované kom-
plexem 3 byly sledované v prostiedi acetonitrilu (pro HPLC), ktery obsahoval kyslik v jeho
pfirozeném mnozstvi. Z grafu si l1ze v§imnout, Ze vSechny kiivky maji velmi pravidelny cha-
rakter. U niz$ich koncentraci, a to zejména u 0,2 az 0,05 mmol/L, dochézi ke vzniku pouze
malého mnozstvi 3,5-DTBQ. Z tohoto diivodu nedochézi k ptiliSnému nardstu absorbance

a prislusné kiivky se tak jevi od pocatku témét konstantné.
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Obrazek 59: Zavislosti absorbance na case zmétené béhem oxidaci prislusnych koncentraci 3,5-
DTBC (viz legenda grafu) katalyzovanych komplexem 3. Prostfedi pro méteni: acetonitril s pfiroze-
nym obsahem kysliku; koncentrace komplexu 3: 0,15 mmol/L.
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Michaelisova konstanta stanovend pomoci linearizace satura¢ni ktivky (Obr. 60) dle Li-
neweavera a Burka (Obr. 61) Cinila 0,2 mmol/L a limitni rychlost 0,0035 mmol/L.s. Zaroven
byla vypocitana katalyticka konstanta, jejiz vysledna hodnota byla 84 h™!. Pomoci tohoto kine-
tického parametru Ize porovnat aktivitu komplexti navzajem, jelikoz je vztazena na jejich kon-
centraci. Katalytickd konstanta v ptipad¢ komplexu 3 je ptiblizné dvakrat vyssi nez u komplexu

1, a tudiz ho lze za téchto podminek hodnotit jako dvojnasobné aktivnéjsi.
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Obrazek 60: Saturacni kiivka pro oxidacni reakce 3,5-DTBC katalyzované komplexem 3 v prostiedi
acetonitrilu obsahujici ptirozené mnozstvi kysliku.
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Obriazek 61: Linearizace dle Lineweavera a Burka pouzita pro stanoveni kinetickych parametrti oxi-
dace 3,5-DTBC katalyzované komplexem 3.
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Z ptimého porovnani satura¢ni kiivky z obrazku €. 60 se saturacni kiivku sestrojenou pro

oxidace 3,5-DTBC katalyzované za stejnych podminek komplexem 1 (Obr. 62) je evi-

v

dentni, Ze katalyticky aktivnéjsi je komplex 3. Ktivka nélezici katalyze komplexu 3 mé mno-
hem prudsi nabéh, coz zaroven napovida o nizs$i hodnoté Michaelisovy konstanty ve srovnani

s komplexem 1.
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Obrazek 62: Srovnani saturacnich kiivek oxidaci 3,5-DTBC katalyzovanych za stejnych podminek
komplexem 1 a komplexem 3.

3.2.5 Meéreni v prostiredi acetonitrilu syceném kyslikem

Komplex 1

Zaznamy ristu absorbance pti oxidacich jednotlivych koncentraci 3,5-DTBC piedstavuje
obrazek €. 63. Prislusné reakce katalyzované komplexem 1 byly méfeny v prosttedi acetonitrilu
(pro HPLC), ktery byl pfedem nasycen kyslikem. Na prvni pohled ktivky uvedenych zavislosti

nemaji v porovnani s kiivkami namétenymi za ptirozeného kysliku pfili§ odlisSny charakter.
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Obrazek 63: Zavislosti absorbance na ¢ase zaznamenané béhem oxidaci 3,5-DTBC v koncentracich
(viz legenda grafu) katalyzovanych komplexem 1. Prostfedi pro méfeni: acetonitril syceny kysli-
kem; koncentrace komplexu 1: 0,3 mmol/L.

Pomoci linearizace saturacni kiivky (Obr. 64) dle Lineweavera a Burka (Obr. 65) byla
vycislena Michaelisova konstanta na hodnotu 1,1 mmol/L a limitni rychlost na 0,003 mmol/L.s.
Nasledné byla vypoctena katalyticka konstanta, ktera ¢inila 36 h™'. Z rozmér stanovenych ki-
netickych parametrt lze vyvodit, Ze vlivem kysliku doslo ke sniZzeni Michaelisovy konstanty
neboli koncentrace, pfi které je komplex 1 z poloviny nasycen 3,5-DTBC. Diilezitym poznat-
kem take je, ze zvySenou koncentraci kysliku nedoslo ke zméné katalytické konstanty, z cehoz

plyne, Ze komplex stejné rychle katalyzuje pfeménu 3,5-DTBC jako za podminek bez syceni.
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Obrazek 64: Saturacni kiivka vytvorend pro oxidace 3,5-DTBC katalyzované komplexem 1
v acetonitrilu syceném kyslikem.
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Obrazek 65: Linearizace dle Lineweavera a Burka pouzita pro vyhodnoceni kinetickych parametri
oxidace 3,5-DTBC katalyzované komplexem 1.
Srovnani saturacnich kiivek na obr. 66 ukazuje, ze vliv syceni acetonitrilu kyslikem je
v tomto piipadé minimalni, coz mize byt také zplisobeno tim, Ze obé& kiivky nedoséhly limitni
rychlosti (viz kinetické parametry vyhodnocené linearizaci). V kazdém ptipadé¢ i zde ma

kiivka, sestrojend na zaklad¢ méteni v prostiedi syceném kyslikem, patrné strméjsi charakter.
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Obrazek 66: Srovnani satru¢nich kiivek oxidaci 3,5-DTBC katalyzovanych komplexem 1 a méfenych
v acetonitrilu bez a s ptidanym kyslikem.

Komplex 3

Nameétené kiivky pro rostouci absorbance v ¢ase béhem oxidaci jednotlivych koncentraci
3,5-DTBC (viz legenda grafu) jsou prezentovany na obrdzku ¢. 67. Pislusné reakce probihaly
za katalyzy komplexu 3 v prostiedi acetonitrilu, ktery byl pfed métfeni nasycen kyslikem.

Z uvedenych zavislosti je patrné, ze ptidany kyslik ovlivnil rychlejsi nartist absorbance.
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Obrazek 67: Zmétené zavislosti absorbance na ¢ase pfi oxidacich 3,5-DTBC v koncentracich (viz le-
genda grafu) katalyzovanych komplexem 3. Prostfedi pro méfeni: acetonitril syceny kyslikem; kon-
centrace komplexu 3: 0,15 mmol/L.
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Linearizaci satura¢ni kiivky (Obr. 68) dle Lineweavera a Burka (Obr. 69) byla stanovena
Michaelisova konstanta na hodnotu 0,3 mmol/L a limitni rychlost na 0,0087 mmol/L.s. Pro do-
sazeni limitni rychlosti je tedy tfeba o néco vys$si koncentrace 3,5-DTBC nez 1 mmol/L. Hod-
nota katalytické konstanty byla vyc¢islena na 208,8 h''. Z uvedenych vysledki lze tedy
fici, ze zvySeni koncentrace kysliku v pouzitém acetonitrilu zplisobilo urychleni katalyzy kom-

plexu 3 o vice nez dvojnasobek.
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Obrazek 68: Saturacni kiivka sestavend na zaklade oxidacnich reakei 3,5-DTBC katalyzovanych
komplexem 3 v acetonitrilu syceném kyslikem.
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Obrazek 69: Linearizace dle Lineweavera a Burka pro urceni kinetickych parametri oxidace 3,5-
DTBC katalyzované komplexem 3.
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Z porovnani saturacnich ktivek (Obr. 71) méfenych v acetonitrilu za ptirozeného a prida-
ného kysliku je opé€t zjevné, ze zvySenim koncentrace kysliku doslo u komplexu 3 k urychleni
katalyzy.
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0,005 +
0,004 +
0,003 4 ‘ PR .
0,002 1 R

0,001 +

0,000 -o‘ : } : } : : } |
0 02 04 0,6 0,8 1,2 1,4 1,6
¢ (3,5-DTBC) [mM]

=

A syceni kyslikem ® bez syceni kyslikem

Obrazek 70: Srovnani saturacnich kiivek oxidaci 3,5-DTBC katalyzovanych komplexem 3 ziskanych
z méfeni v acetonitrilu s pfidanym a pfirozenym kyslikem.

V tabulce ¢. 13 jsou uvedeny kinetické parametry pro oxidace 3,5-DTBC katalyzované

komplexy 1 a 3 v prosttedi acetonitrilu obsahujici pfirozené a ptidané mnozstvi kysliku.

Tabulka 13: Ptehled stanovenych kinetickych parametrti oxidaci 3,5-DTBC katalyzovanych kom-
plexy 1 a 3. Linearizacni technika: dle Lineweavera a Burka; metoda méteni: spektrofotometrické meé-
feni vzniklého produktu; prostiedi pro méfeni: acetonitril s pfirozenym obsahem kysliku a acetonitril
syceny kyslikem

Prostredi 1: Acetonitril obsahujici pfirozené mnozstvi rozpusténého kysliku

Komplex Rovnice linearni regrese | Km [mmol/L] |V [mmol/L.s]| Kcat [h]
Komplex 1 y=648,2x+315,6 2,1 0,0032 38,4
Komplex 3 y=67,075x+287,6 0,2 0,0035 84

Prostiedi 2: Acetonitril syceny kyslikem

Komplex 1 y=370,22x+336,74 1,1 0,003 36

Komplex 3 y=32,513x+114,75 0,3 0,0087 208.8

k&
pozn.: pro ptimky ziskané linearizaci jednotlivych saturacnich kiivek dle Lineweavera a Burka

87



Kontrola stability 3,5-DTBC v prostiedi acetonitrilu syceném kyslikem

Ovéteni, zda v pribéhu méfeni nedochéazi k samovolné oxidaci, bylo provedeno 1 u 3,5-
di-tert-butylkatecholu. Stabilita byla kontrolovadna dvéma zptisoby. Jednim z nich bylo sledo-
vani absorbance v roztoku tvofenym kyslikem nasycenym acetonitrilem a 3,5-DTBC v koncen-
traci 1 mmol/L po dobu 15 minut (Obr. 71). Z uvedené zavislosti je zjevné, Ze béhem méteni
nedoslo k zadné tvorb¢ 3,5-DTBQ. Déle byla stabilita za téze podminek pozorovana i v rdmci
celého dne. Nejprve byla zmétena absorbance Cerstvé piipraveného 3,5-DTBC, jejiz hodnota
¢inila 0,0023 AU. Po dokonceni experimentii pfislusného dne, coz v tomto ptipadé bylo po
ptiblizné 7 hodinach, hodnota absorbance vzrostla pouze na 0,0095 AU. Zjistény rozdil absor-

banci byl velmi maly, a tak bylo potvrzeno, Ze ani béhem dne nedochazi k samovolné oxidaci.
06 T

A [AU]

05 +

04 +

03 +

02 T

t [s]

Obrazek 71: Zavislost absorbance na €ase sledovana v roztoku obsahujici acetonitril syceny kyslikem
a 3,5-DTBC v koncentraci 1 mmol/L.

3.2.6 Souhrnny komentar k experimentiim zaloZenych na méreni
vzniklého produktu (spektrofotometricky)

P porovnani katalytickych aktivit komplext 1 a 2, které byly sledovany s dopaminem
ve fosfatovém pufru s pfirozenym obsahem kysliku, je nutné zohlednit jejich rozdilnou kon-
centraci v reak¢ni smési. Komplex 2 byl pfidavan ve dvojnasobné vétsim mnozstvi nez kom-
plex 1, ale i pfesto nejevil vétsi aktivitu. Na zédkladé Michaelisovych konstant komplext stano-
venych za téchto podminek, lze hodnotit, ze k polovi¢nimu nasyceni komplexu 1 dochazi
pii pfiblizn€ dvakrat nizsi koncentraci dopaminu nez v ptipadé komplexu 2. Také zde bylo zjis-

téno, Ze katecholdzovou aktivitou se tyrosindze vice pfiblizuje komplex 1 (Tab. 12).
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Dale byl pozorovan rozdil v aktivité¢ jednotlivych komplexi za podminek pfirozené
a zvySené koncentrace kysliku ve fosfatovém pufru. Vlivem vétSiho mnozstvi kysliku doslo
u komplexu 1 o tadové snizeni Michaelisovy konstanty, ale limitni rychlost ziistala témét
stejnad. Naopak v ptipadé komplexu 2 se hodnota Michaelisovy konstanty prakticky nezmé-
nila, ale zvysila se limitni rychlost (Tab. 12). Pro tyrosindzu byl ptirozeny obsah kysliku ve fos-
fatovém pufru dostacujici, a tudiz se jeji katalyticka aktivita po jeho zvyseni nezménila.

V prostiedi acetonitrilu byla sledovana katecholdzova aktivita komplexu 1 a komplexu 3.
Jako substrat byl pouzit 3,5-di-tert-butylkatechol, ktery oxidaci poskytuje stabilni 3,5-di-tert-
butyl-o-benzochinon. Pomoci kalibrace na vznikajici 3,5-DTBQ mohly byt nasledné vyjadieny
jednotlivé katalytické konstanty a diky nim objektivné porovnany aktivity komplexii. Z uvede-

nych méfeni je naprosto evidentni, Ze katalyticky aktivnéjsi byl komplex 3 (Tab. 13).

Poté bylo zjistovano, zda bude mit na aktivitu komplext vliv zvySeny obsah kysliku
v acetonitrilu. Vyssi koncentrace kysliku u komplexu 1 zptisobila pouze lehké snizeni Michae-
lisovy konstanty. Hodnota katalytické konstanty zlstala téméf stejnd, coz vypovida
o tom, ze komplex 1 je schopen stejn¢ rychle katalyzovat oxidaci 3,5-DTBC v acetonitrilu
bez 1 s pfidanym kyslikem. Zatimco u komplexu 3 mél zvySeny obsah kysliku v acetonitrilu
pomérné podstatny vliv na rychlost katalyzy, ktera vice jak dvojnasobné vzrostla. Hodnota Mi-

chaelisovy konstanty se zde prakticky nezménila (Tab. 13).

3.3 Zakotveni komplexu 3 na magnetické Castice, sledovani katecholazové

aktvity
Zaverecné experimenty se tykaly kovalentniho zakotveni komplexu 3 na magnetické cas-
tice, jejich charakterizaci, stanoveni aktivity zakotveného komplexu a stability jeho vazby

na ¢astice.

3.3.1 Charakterizace magnetickych castic s vaizanym komplexem

K méfeni byly pouzity Castice z hydrazidové magnetické perlové celulozy o velikosti
50 az 150 um. Komplex 3 byl na ¢astice navdzan dle postupu uvedeného v podkapitole 2.4.
Jelikoz se jednalo o kovalentni interakce aldehydové skupiny na komplexu s amino skupinami

na Casticich, doslo tak ke vzniku tzv. Schiffovych bazi.

Stanoveni obsahu vody ve vybranych rozpoustédlech metodou dle Karl Fischera

Magnetické Castice 1ze dlouhodobé uchovavat pouze ve vodném prostiedi. Problémem
je, ze komplex 3 v ptitomnosti jiz malého mnozstvi vody ztraci svou katalytickou aktivitu a také

degraduje. Zaroven vazba komplexu s ¢asticemi neni vici vode pfili§ odolnd a mize dochazet
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k jeji hydrolyze. Proto veskera méfeni musela byt provedena v prostiedi s co nejmensim obsa-
hem vody. Z tohoto diivodu byl jeji obsah zjistovan metodou dle Karl Fischera v pouzitych
organickych rozpoustédlech, kterymi byly absolutni ethanol, acetonitril pro HPLC a bezvody
acetonitril. Nejvétsi koncentrace vody byla stanovena v absolutnim ethanolu a to 0,8 mg/mL,
Poté nasledoval acetonitril pro HPLC, ve kterém byla obsazena ve 0,2 mg/mL. Nejmensi mnoz-
stvi vody bylo zaznamendno v bezvodém acetonitrilu, kde byla pouze v 0,02 mg/mL, a proto

byl zvolen jako reakéni prostiedi pro jednotlivé experimenty.

Sledovéani povrchu ¢astic metodou skenovaci elektronové mikroskopie

Povrch ¢astic bez a s navazanym komplexem byl charakterizovan pomoci skenovaci elek-
tronové mikroskopie (SEM). Nejprve byl pozorovéan povrch magnetickych ¢astic bez komplexu
(Obr. 72). Dale na obrazku €. 73 jsou predstaveny 3 snimky, na nichz jsou Castice se zakotve-
nym komplexem v urcitych stavech. Na levém snimku je zobrazena struktura castic s Cerstveé
zakotvenym komplexem 3. Castice maji pravidelny tvar a nejsou nijak zv1ast porusené. Na pro-
sttednim snimku se nachdzi ¢astice s navazanym komplexem 3, které byly podrobeny jedno-
dennimu spektrofotometrickému méteni. U téchto cCastic je patrna lehkéd deformace, coz mohlo
byt zplisobeno acetonitrilem, ktery byl pouzit jako reakéni prostiedi pro stanoveni katechola-
zové aktivity vazaného komplexu 3. Snimek napravo predstavuje strukturu ¢astic, na které byl
komplex 3 celkem dvakrat zakotvovan a zaroven byly pouZity k nékolikadennimu méfeni. Zde
je patrny pomérné poniceny povrch ¢astic a nékteré z nich jsou dokonce zcela rozpadlé. Tyto
zmény mohou byt vysledkem jednak opakovaného zakotvovani komplexu 3 pii 70 °C v etha-

nolu, méfeni a pfechovavani v acetonitrilu ¢i opakované manipulace.

SEM MAG: 1.00 kx Det: SE |

SEM HV: 8.0 kV WD: 15.93 mm 50 ym
Hivac HiVac

Obrazek 72: Snimek magnetickych ¢astic bez komplexu ziskané metodou SEM.
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SEM MAG: 1.00 kx Det SE il SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 1 3 TESQ SEM MAG: 1.00 kx | Det SE
SEM HV: 8.0 kV WD: 9.24 mm SEM HV: 8.0 kV WD:9.27mm 50 pm SEM HV: 8.0 kv WO: 9.24 mm
HiVac HiVac Hivac HiVac Hivac HiVac

Obrazek 73: Snimky magnetickych ¢astic s navazanym komplexem 3 potizené metodou SEM. Sni-

mek vlevo: ¢astice se zakotvenym komplexem, nemétené; snimek uprostied: ¢astice se zakotvenym

komplexem, métené jeden den; snimek vpravo: ¢astice s opakované kotvenym komplexem, métené
vice dni.

Stanoveni obsahu médi na ¢asticich se zakotvenym komplexem metodou ICP-MS

U castic s vazanym komplexem 3, které byly jiz studované pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie, byl navic stanoven obsah médi. K tomuto ucelu byla pouzita hmotnostni spektro-
metrie s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu (ICP-MS). V tabulce €. 14 jsou prezentovany
naméfené koncentrace médi na jednotlivych Casticich. Mnozstvim stanovené médi na ¢asticich
s Cerstveé zakotvenym komplexem bylo vyjadieno, kolik mg komplexu se na ¢astice béhem pro-
cesu zakotveni bylo schopné navézat. Z ptivodné navazenych 7 mg komplexu se na ¢astice na-
vazalo pouze 0,65 mg. Koncentrace médi na ¢asticich, které byly jiz pouzity ke spektrofotome-
trickému prométfovani, nasledné vypovidala o stabilité vazby s komplexem. U ¢astic, které byly
pouzity k jednodennimu méfeni, byla zji§téna hmotnost komplexu 0,33 mg, coz je téméf o po-
lovinu méné, nez bylo zakotveno. Z uvedeného vysledku plyne, Ze béhem méteni doslo k ¢as-
te¢nému rozpadu vazby. Stabilita vazby té€chto ¢astic s komplexem byla také sledovana spek-
trofotometricky (vice v podkapitole 3.3.3). Ze stanovené¢ho obsahu médi na Casticich, na kte-
rych byl komplex opakované zakotvovan a byly proméfovany v ramci vice dni, 1ze hodnotit

pouze o néco niz§i mnozstvi vazaného komplexu jako u pfedchozich ¢astic.

Tabulka 14: Stanoveni koncentrace médi metodou ICP-MS na ¢asticich se zakotvenym komplexem 3
ve tfech sledovanych stavech.

Stav magnetickych ¢astic Koncentrace médi [mg/g]
Castice se zakotvenym komplexem, neméfené 10,58
Castice se zakotvenym komplexem, méfené jeden den 5,48
Castice s opakované kotvenym komplexem, méfené vice dni 4,68
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3.3.2 Stanoveni katecholazové aktivity komplexu 3 zakotveného na
magnetickych ¢asticich
Obrazek €. 74 ptedstavuje namétené zavislosti absorbance na case béhem oxidaci piislus-
nych koncentraci 3,5-DTBC (viz legenda grafu). Reakce v prosttedi bezvodého acetonitrilu

byly katalyzované komplexem 3, ktery byl zakotven na magnetickych ¢asticich.

0,6 -
A [AU]

0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

0 & t } } t t } } t {
0 400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600
t[s]

—— 2 mM —8—1 mM 0,6 mM —8—04mWv —8—0,2 mM 0,1 mMm

Obrazek 74: Zavislosti absorbance na ¢ase métené pii oxidacich 3,5-DTBC v koncentracich (viz le-
genda grafu) katalyzovanych komplexem 3 navazanym na magnetické castice. Prostiedi pro mé-
feni: bezvody acetonitril.

Pro urceni kinetickych parametr reakce byla opét volena linearizace saturacni kiivky
(Obr.75) dle Lineweavera a Burka (Obr. 76). Rovnice linearni regrese pro tuto zavislost byla
y=6766,1x+8126,2. Hodnota Michaelisovy konstanty byla tak stanovena na 0,8 mmol/L a li-
mitni rychlost na 0,00012 mmol/L.s. Nasledné byla vyjadiena katalyticka konstanta, jejiz hod-
nota ¢inila 1,38h’!. Z porovnani této hodnoty shodnotou pro nezakotveny kom-
plex 3, kterd byla 84 h'!, Ize vy¢ist podstatné zpomaleni katalyzy. Vliv na sniZeni katalytické
aktivity mohla mit stabilita vazby komplexu na ¢asticich, o které jiz bylo pojednano u stanoveni

obsahu médi a jesté bude v nésledujici podkapitole 3.3.3.
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Obrazek 75: Satura¢ni kivka pro oxidacni reakce 3,5-DTBC katalyzované komplexem 3 zakotvenym
na magnetickych ¢asticich.
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Obrazek 76: Linearizace dle Lineweavera a Burka pouzitd pro stanoveni kinetickych parametrii oxi-
dace 3,5-DTBC katalyzované komplexem 3 vazanym na magnetické castice.

Vypocet koncentrace komplexu 3 v reakéni smési:

Mygomplex (na casticich)

Nkomplex (na tasticich) = M
Komplex
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0,65-1073 _
Nkomplex (na asticich) = T 6922 =9,39-107" mol

Nkomplex (na casticich)

Ckomplex(v reak. smési) — %
reak. smés

9,39 1077 .
Ckomplex(v reak. smési) = 3 103 = 3,13-10"*mol/L = 0,313 mmol/L

Vypocet katalytické konstanty:

Vimax _ 0,00012

= 3600 = 1,38 h~?!
Ckomplex 0'313

kear =

3.3.3 Ovéreni stability vazby komplexu 3 na magnetickych ¢asticich
Stabilita vazby byla sledovana v prostfedi bezvodého acetonitrilu na zéklad¢ opakova-
né¢ho méteni nariistu absorbance béhem oxidace ImM 3,5-DTBC katalyzované komplexem 3
zakotvenym na Castice (Obr. 77). Jednotliva spektrofotometrickd méfeni, ktera trvala vzdy
30 minut, byla provedena hned po sobé. Z uvedenych zavislosti je patrny pokles smérnice
ktivky jiz pfi tfetim méfeni. Pricinou této zmény byl ¢astecny rozpad vazby komplexu na ¢as-
ticich. Komplex byl poté nejspis v procesu procistovani ¢astic od zoxidovaného substratu po-

stupn¢ odstranovan, ¢imz se snizovala jeho koncentrace v reakéni smési.
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Obrazek 77: Opakované méfeni zavislosti absorbance na ¢ase pii oxidaci 3,5-DTBCv koncentraci
1 mmol/L katalyzované komplexem 3 navdzanym na magnetické ¢astice. Prostfedi pro méteni:
bezvody acetonitril.
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3.3.4 Souhrnny komentai k provedenym experimentim tykajici se
magnetickych ¢astic s vizanym komplexem 3

Z vyse uvedenych vysledki méfeni s komplexem 3 navdzaného na Casticich je pa-
trné, Ze lze timto zpusobem urcit katecholdzovou aktivitu komplexu, avSak je s tim spojena fada
problému. Castice totiZ pro zachovani jejich stability vyzaduji vodné prostiedi, které je zaroven
nevhodné pro komplex 3. Volenym prostiedim byl bezvody acetonitril, ktery sice komplexu
vyhovoval, ale v jeho pfitomnosti dochdzelo k rozpadu vazby s casticemi a také k znehodno-
ceni samotnych ¢astic. Z tohoto diivodu nebylo jednoduché stanovit katecholazovou aktivitu
komplexu, jelikoZ se postupné snizovala jeho koncentrace na ¢asticich, a tim 1 v reakéni smési.

Vyhodnocené kinetické parametry mohou byt proto zkreslené.
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4 Zavér

Zamérem této diplomové prace bylo stanovit katecholazovou aktivitu zvolenych biomi-
metickych komplext médi. Aktivity jednotlivych komplext byly nasledné porovnany navza-
jem mezi sebou, ale také, bylo-li to mozné, vii€i enzymu tyrosinaza. Pro veSkeré reakce probi-
hajici ve vodném prostiedi byl jako substrat vybran dopamin a pro reakce v nevodném prostiedi
3,5-di-tert-butylkatechol.

Na zaklad¢ elektrochemického métfeni ubytku kysliku béhem oxidace dopaminu ve fos-
fatovém pufru katalyzované komplexy 1 a 2 Ize fici, zZe jako katalyticky aktivnéjsi se osveédcil
komplex 1. Tento komplex se tak nejvice pfipodobnil tyrosindze, a to i pfesto, ze v porovnani
s jeji aktivitou katalyzoval pfiblizné tfikrat pomaleji. Zaroven je diilezité poznamenat, Ze tyro-
sindza byla schopna stanovené katecholdzové¢ aktivity dosahnout v ptiblizné tisickrat nizsi kon-
centraci, nez ve které byly komplexy. Katecholazova aktivita komplexu 3 byla pozorovana
v methanolu s 3,5-DTBC. Jak se ukazalo, tento komplex je schopen velmi rychle katalyzovat
pfeménu 3,5-DTBC na 3,5-DTBQ, ale zde jej nebylo mozné s ostatnimi porovnat, jelikoz byl
méien za odliSnych podminek.

Poté byly katecholazové aktivity komplexii/tyrosinazy stanovovany pomoci spektrofoto-
metrického zaznamenavani vzniklého oxida¢niho produktu. Zde byl navic testovan vliv kysliku
na rychlosti jednotlivych katalyz. Na zdkladé méteni s komplexy 1 a 2 s dopaminem ve fosfa-
tovém pufru obsahujici pfirozené mnoZzstvi kysliku, bylo zjiSténo, ze k poloviénimu nasyceni
komplexu 1 dochazi pii ptiblizn¢ dvakrat nizsi koncentraci dopaminu nez v ptipadé komplexu
2. Také je tieba podotknout, ze v porovnani s komplexem 2, byl komplex 1 ve dvojndsobné
niz§i koncentraci, a i tak se aktivitou vice blizil tyrosinaze, ktera byla métena taktéz za stejnych
podminek. V dalSich experimentech byl roztok pufru sycen kyslikem, ktery u komplexu 1 sice
zpisobil fadové snizeni Michaelisovy konstanty, ale limitni rychlost zlistala stejna. Na komplex
2 mél kyslik opa¢ny vliv. Hodnota Michaelisovy konstanty se nezménila, zatimco limitni rych-
lost vzrostla vice nez dvakrat. Na ¢innost tyrosindzy nemél ptidany kysliku jakykoli vliv, jeli-
koz vykazovala stejnou aktivitu jako v prostiedi neobohacovaném kyslikem. Nasledn¢ byla po-
zorovany katecholazova aktivita komplexu 1 a 3 s 3,5-DTBC v acetonitrilu jednak s pfiroze-
nym, ale také s pfidanym kyslikem. Za obou podminek se zde jako katalyticky aktivnéjsi pro-
jevil komplex 3. ZvySeny obsah kysliku pfili§ nepiisobil na aktivitu komplexu 1, kterd byla
prakticky totozna jako v nesyceném prostiedi. Naopak u komplexu 3 doslo vlivem vétsi kon-

centrace kysliku k vice jak dvojnasobnému urychleni katalyzy.
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Zavérecné experimenty byly vénovany magnetickym casticim, na které byl zakotvovan
komplex 3. Morfologie Castic s komplexem byla studovana pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu. Ze snimk ¢astic s navdzanym komplexem, které byly jiz pouzity k méteni, bylo
zfejmé, ze samotnym ¢asticim piili§ nevyhovovalo zvolené reakéni prostredi (bezvody aceto-
nitril), jelikoZ byly jiZ znateln€ degradované. Nasledné byl u ¢astic se zakotvenym komplexem
stanoven obsah médi metodou ICP-MS. Z namétenych koncentraci bylo zjisténo jednak mnoz-
stvi komplexu, které bylo béhem imobilizace navazano, ale také to, ze postupné (pii me-
feni, uchovavani) dochézelo k rozpadu vazby komplexu s ¢asticemi. Pfi¢inou nestability vazby
mohlo byt opét volené prostiedi, ale rovnéz i mechanické zachazeni s ¢asticemi. Stanoveni ka-
techolazové¢ aktivity navazané¢ho komplexu bylo provedeno pomoci spektrofotometrie. V rdmci
tohoto méfeni byla také zkoumdna stabilita vazby Castic s komplexem. Z vysledkti méteni
se bohuzel i1 zde potvrdilo, Ze vazba nebyla pfili§ odolné vii¢i podminkam, ve kterych byla meé-
feni provadéna. Pro &astice je sice idealni voda, ale ta zdroven degraduje komplex 3. Resenim
by bylo piesunout celou reakci do vodného prostiedi, a navrhnout cely systém tak, aby komplex
vykazoval ptislusnou aktivitu a zaroven ho bylo mozné kovalentné zakotvit na magnetickych
casticich. Nabizi se také strukturni modifikace komplexu 1 v kombinaci s jinym typem castic.
Zde je nutné také poznamenat, ze experimenty provedené s kovalentné vazanym komplexem
na magnetické Castice patii mezi prvotni v této oblasti.

Stanoveni katecholazové aktivity vybranych biomimetickych komplext médi, které bylo
naplni této diplomové prace, tvoii zdroven zaklad pro vyzkum vedouci k vyvoji biomimetic-
kych senzorti. Myslenka navazani komplexu na magnetické Castice, tak navic otevira dalsi moz-

nosti pro realizace novych typta téchto senzorti.
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