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Abstract

This contribution presents comparison of kinetics of enzyme tyrosinase (EC 1.14.18.1) and recently synthesized copper complex obtained from amperomerograms by Lineweaver-Burk plot. The Michaelis constants Km obtained from electrochemical measurement is corresponding to preliminary results obtained by UV/VIS spectrometry.   
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Úvod
Tyrosináza je jedním z enzymů využívaných pro konstrukci biosenzorů vhodných především k monitorování různých biologicky aktivních látek (např. neurotransmiterů) 1. Bohužel životnost tohoto enzymu v připraveném biosenzoru je omezena pouze na několik týdnů v závislosti na jeho konstrukci a skladování 2-4. Proto byla v minulosti syntetizována celá řada látek tzv. “umělých enzymů”, komplexů s cílem napodobit chování tyrosinázy a zajistit tak větší stabilitu 5-7.  Všechny tyto látky jsou sice schopny katalyzovat přeměnu substrátu, avšak v porovnání s enzymem (tyrosinázou) vykazují nižší rychlost této přeměny 6. Aby bylo možné je mezi sebou porovnat, jsou u většiny z nich, v rámci prováděné charakterizace, uvedeny parametry, které jsou typické pro popis enzymem katalyzovaných reakcí. Tedy pomocí parametrů modelu Michaelis-Menten, což jsou Km (Michaelisova konstanta) Vmax  (mezní rychlost) a Kcat (“turnover number” Vmax/[E]0 ). Z tohoto modelu byly odvozeny způsoby získání výše uvedených parametrů a to pomocí Lineweaver-Burk, the Eadie-Hofstee plots 8. V tomto příspěvku je dále uvedeno, diskutováno porovnání kinetiky enzymu (tyrosináza) s nově syntetizovaným komplexem mědi na základě dat z amperometrických měření.
Experimentální část
Chemikálie
Dopamin hydrochlorid, enzym tyrosináza (EC 1.14.18.1 z (Agaricus biosporus)), a chloristan lithný byly získány od Sigma-Aldrich (Praha, ČR) stejně tak methanol (kvalita pro HPLC). Deionizovaná voda (odpor ˃18 MΩ cm) byla připravena z demineralizované vody pomocí systému Milli-Q systému od firmy Merck Millipore (Darmstadt, Německo)  soli pro přípravu 0,1 M fosfátového pufru byly zakoupeny v Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, ČR). Studovaný komplex mědi s ligandem - 2,6-bis[(N-methyl piperazine-1-yl)methyl]-4-formyl phenol (L) byl syntetizován podle ref. 9. 
Instrumentace
Provedená amperometrická měření byla prováděna v klasickém tří-elektrodovém uspořádání, kde pracovní elektrodou byl zlatý disk (o průměru 3 mm), dále jako referentní byla zvolena chlorido-stříbrná elektroda s 3 M KCl (Pozn.: pro měření v bezvodém methanolu byla použita kalomelová elektroda s můstkem) a jako pomocná byl použit platinový plíšek. Elektrody byly připojeny k potenciostatu AUTOLAB PGSTAT101 of firmy Metrohm (Praha, ČR), který byl ovládán prostřednictvím software NOVA 1.11.
Výsledky a diskuse
Jak je patrné z níže uvedených obrázků, všechna měření byla prováděna pomocí amperometrie ve vsádkovém uspořádání, kde na zlaté elektrodě byla sledována redukce o-chinonu dopaminu, který vznikl přeměnou z dopaminu (substrát). Nejprve byla provedeno měření při dvou koncentracích tyrosinázy (10 a 20 g/ml) v 0,1 M fosfátovém pufru pro různé koncentrace dopaminu viz. obr. 1 a poté bylo měření provedeno s komplexem mědi
(200 g/ml) v methanolu v přítomnosti 0,1 M LiClO4 viz. obr. 2.  Následně byly tyto amperogramy vyhodnoceny pomocí analýzy Lineweaver–Burk plot vyjádřené rovnicí  1/i = (Km / imax) (1/c) + 1/imax) 10. Ze získaných křivek (viz. obr. 1 a 2 -vpravo) byly vypočítány parametry Km a Vmax, kde první parametr lze získat z průsečíku s osou x, zatímco druhý z úseku na ose y jak je naznačeno u obr. 1. 
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Obr. 1. Ukázka amperogramu (vlevo) s přídavky dopaminu 10-120 M v přítomnosti tyrosinázy (10 g/ml – černá a 20 g/ml – červená křivka); E= -0,1 V vs. Ag/AgCl, 0,1 M PBS; Lineweaver–Burk plot (vpravo).

Na základě teorie byly vyhodnoceny hodnoty Km pro dvě koncentrace tyrosinázy (viz. obr.1). Pro nižší koncentraci enzymu vychází hodnota Km 5,2.10-4 M zatímco pro vyšší koncentraci je to 5,3.10-4 M, což koresponduje s hodnotami uvedenými v literatuře (0,5 -1,4 mM) 11. Dalším experimentálně zjištěným parametrem byla hodnota mezní rychlosti Vmax , která vykazovala pro nižší koncentraci enzymu hodnotu 1,3 M.s-1, zatímco pro vyšší obsah to bylo 2,2 M.s-1. To ukazuje na fakt, pro poměr enzymu a substrátu je výhodnější nižší koncentrace enzymu.
Obdobným způsobem byla sledována katalytická aktivita nově syntetizovaného komplexu mědi. Na základě literatury 12, kde podobné studie byly prováděny v čistě nevodném prostředí, bylo koncipováno i naše měření a to v methanolu. Již patrným rozdílem oproti experimentům s enzymem byla nutnost použití vyšších koncentrací komplexu i substrátu. Experimentálně byla získána hodnota Km 1,6.10-3 M, což je přibližně třikrát vyšší hodnota než v případě enzymu, z toho tedy vyplývá, že enzymatická katalýza je rychlejší.  
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Obr. 2. Ukázka amperogramu (vlevo) s přídavky dopaminu 50-550 M v přítomnosti studovaného komplexu mědi (200 g/ml); E= -0,1 V vs. SKE; 0,1 M PBS; Lineweaver–Burk plot (vpravo).

Závěr
Ze získaných výsledků vyplývá, že  prostřednictvím elektrochemických měření (např. amperometrie) lze dosáhnout podobných výsledků jako v případě většinou využívané spektroforometrie v UV/VIS oblasti.
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