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1. Wstep
1.1. Peroksydazy

Peroksydazy to wazna grupa enzymow, ktore Kkatalizujag reakcje utlenienia
wykorzystujac nadtlenki jako akceptory elektrondw. Naleza one do Kklasy oksydoreduktaz
I tworza dwie rodziny: peroksydazy hemowe oraz peroksydazy nie zawierajace hemu [1]. Hem
jest niezbedny do funkcjonowania peroksydaz hemowych, poniewaz umozliwia transport
elektronow pomiedzy substratami. Z kolei peroksydazy bezhemowe wykorzystujg inne uktady,
ktore umozliwiajg im transport elektronow, takie jak grupa tiolowa cysteiny (peroksydaza
NADH) lub grupa selenolowa selenocysteiny (peroksydaza glutationowa). Peroksydazy
hemowe dzielone sg na dwie podrodziny - peroksydaz-cyklooksygenaz (peroksydazy
zwierzece) i peroksydaz-katalaz. Te ostatnie sktadaja si¢ ztrzech Klas: klasa | zawiera
peroksydazy prokariotyczne, klasa Il zawiera peroksydazy grzybow, aklasa Il zawiera
peroksydazy roslinne [2]. Peroksydazy zwierzece sktadajg si¢ z 576-738 aminokwasow i hemu
zwigzanego kowalencyjnie, natomiast peroksydazy-katalazy klas I i Il sktadajg si¢ z okoto

300 aminokwasow i hemu zwigzanego odziatywaniami nieckowalencyjnymi [2].

Funkcja tych enzymow zalezy w znacznym stopniu od organizmu i ich lokalizacji.
Odgrywaja one wazng role W regulacji stezenia nadtlenkdw w komorkach (np. peroksydaza
glutationowa) [3]. Pozwala to na utrzymanie rownowagi redoks w organizmie, a takze
zapewnia ochrong przed stresem oksydacyjnym. Peroksydazy zwierzgce uczestniczg miedzy
innymi w degradacji ksenobiotykow [2] czy syntezie hormonow [4]. Natomiast peroksydazy
roslinne katalizuja powstawanie rodnikow fenoksylowych, ktore ulegaja reakcji sprzegania
tworzac ostatecznie ligniny budujace $ciany komorkowe [5]. Enzymy te uczestniczag tez
w odpowiedzi ro$lin na infekcje.

Najwazniejszymi przedstawicielami peroksydaz zwierzgcych sa mieloperoksydaza
(MPO), peroksydaza eozynofili (EPO), laktoperoksydaza (LPO) i peroksydaza tarczycowa
(TPO). MPO i EPO wydzielane sg do wakuol fagocytow i plazmy, natomiast LPO wydzielana
jest do mleka, §liny i tez [2]. Enzymy te rdznig si¢ od peroksydaz-katalaz tym, ze sg zdolne do
utleniania chlorkéw (MPO), bromkéw (MPO, EPO, LPO) i rodankéw (utleniane jedynie przez
zwigzek I) tworzacych silne utleniacze mogace niszczy¢ szkodliwe mikroorganizmy [2].
Niestety, rowniez komorki gospodarza mogg zosta¢ uszkodzone w przypadku nadaktywnosci
tych enzyméw. Szczegdlnie nadmiernej aktywnosci MPO przypisuje si¢ udziat
w wywolywaniu wielu schorzen, glownie arteriosklerozy [6]. Stad w ostatnich kilkunastu

latach intensywnie poszukiwano inhibitoréw tego enzymu [7,8]. EPO jest biatkiem o tadunku



dodatnim, co pozwala mu na wigzanie jonowe z btong komérkowa, dzigki czemu powstajgce
rodniki znajdujg si¢ blisko powierzchni komorki mogac jg zdestabilizowa¢ [9]. TPO katalizuje
reakcje utleniania jodkow, ktdrej produkty joduja tyrozyne tyreoglobulin do dijodotyrozyny,
a takze reakcje utlenienia dijodotyrozyny tyreoglobulin do rodnikéw fenoksylowych, ktore
ulegaja reakcji sprzegania tworzgc tyroksyne tyreoglobulin [10]. Z réznych powodéw moze
doj$¢ do nadmiernej syntezy tych zwigzkow, co prowadzi do tak zwanej nadczynno$ci
tarczycy, niosacej za sobg powazne skutki zdrowotne. Najwazniejsza Strategia ograniczenia
tego zjawiska jest stosowanie inhibitorow TPO [11]. Najpowszechniej od wielu lat stosowane
sg tiouracyl, 6-n-propylotiouracyl i metimazol [11]. TPO, w przeciwienstwie do pozostatych

peroksydaz zwierzecych, ktore sg rozpuszczalne w wodzie, jest biatkiem blonowym [2].

Peroksydazy grzybowe sa grupa stosunkowo stabo poznang w poréwnaniu
z peroksydazami zwierzecymi czy roslinnymi. Jedng z ciekawszych wlasciwosci jest ich udziat
w procesie rozktadu lignin przez grzyby strzgpkowe [12]. Peroksydazy ligninowe maja
potencjat zastosowania w biorafineriach. Dotychczas najszerzej przebadang peroksydazg z tej
grupy jest enzym z korownicy $nieznej (Phanerochaete chrysosporium) ale charakteryzowane
sg peroksydazy tego typu takze zinnych gatunkéw [12]. Dotychczas scharakteryzowane

peroksydazy ligninowe nie sa najlepszymi enzymami do zastosowan przemystowych.

Niewiele uwagi poswigcono do tej pory takze peroksydazom bakteryjnym. Podobnie
jak peroksydazy grzybow sa one zdolne do degradacji lignin, ale takze barwnikoéw azowych
[13]. Charakteryzujg si¢ one szerszymi zakresami aktywnos$ci (temperaturowymi i pH),
zwlaszcza enzymy z rodzinny Bacillus [13]. Ze wzgledu na znacznie tatwiejsze modyfikacje
genetyczne mozliwe jest uzyskanie nowych wariantow tych enzyméw o lepszych

wiasciwosciach i ich produkcje w duzych ilosciach metodami biotechnologicznymi [13,14].

1.2. Peroksydaza chrzanowa

Dotychczas zidentyfikowano i scharakteryzowano peroksydazy z wielu gatunkow
ro$lin, m. in. ryzu, jeczmienia i tytoniu. Wykazuja one duze podobienstwo migdzy soba,
a najwicksza zgodno$¢ w sekwencji aminokwasowej stwierdzono u peroksydaz z bawelny
isoi [15]. Pomimo szerokiego wystepowania peroksydaz uro$lin najwiekszym
zainteresowaniem cieszy si¢ enzym z jednego gatunku — chrzanu pospolitego (Armoracia
rusticana). Przetozyto si¢ to na ponad 37 tysigcy publikacji poswigconych temu enzymowi.
Na Rysunku 1 przedstawiono liczbg takich artykutéw opublikowanych w latach 1970-2022.
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Rysunek 1. Liczba artykuléw opisujacych badania z uzyciem peroksydazy chrzanowej
w latach 1970-2022. Na podstawie danych z bazy Scopus.

1.2.1. Ogdlna charakterystyka enzymu
Peroksydaza chrzanowa (horseradish peroxidase, HRP) [EC 1.11.1.7.] wystepuje

w postaci wielu izoenzymow. Zostaty one podzielone ze wzgledu na warto$¢ ich punktow
izoelektrycznych (pl), ktére dla grupy A mieszcza si¢ w zakresie kwasnym, dla grup Bi C
w zakresie bliskim obojetnemu, a dla grup D i E w zakresie zasadowym. Wyniki ogniskowania
izoelektrycznego wskazuja na istnienie nawet 42 izoenzymow [16]. Dotychczas
scharakteryzowano sze$¢ izoenzymow zasadowych (E1-E6), ktorych wartosci pl sa wicksze
niz 10,6 [17], oraz pig¢ izoenzymdw obojetnych (B1-B3, C1 i C2) o0 wartosci pl miedzy 5 a 10
[18]. Pomimo tak duzej liczby wariantow, jedynie izoenzymy z grupy C sa komercyjnie
dostepne. Spowodowane jest to tatwoscig ich izolacji, ktéra prowadzi si¢ jednoetapowo za
pomoca chromatografii powinowactwa wykorzystujacej nos$nik zawierajacy N-hydroksy-
benzamid [19].

Chociaz do tej pory nie zostata poznana doktadna rola biologiczna tego enzymu,
przypuszcza si¢, ze uczestniczy on w rozktadzie nadtlenku wodoru do wody lub utlenieniu

zwigzkow organicznych do wolnych rodnikdw zgodnie z réwnaniem (1). HRP jest zdolna do
(1) H,0, + 2AH, —= 2AH"+2H,0

utleniajgcego sprzggania zwigzkoéw fenolowych, takich jak alkohole p-kumarowy [20],
koniferylowy [21] czy synapinowy [22], ktore sa substratami w biosyntezie lignin [23].
Ponadto wykazano, ze HPR potrafi rozktada¢ kwas indolilooctowy, hormon ro$linny, bez

obecnosci nadtlenku wodoru [24].



1.2.2. Struktura peroksydazy chrzanowej

Sposrod izoenzymoOw peroksydazy chrzanowej najszerzej opisany jest wariant C1A,
ktory zostanie doktadniej scharakteryzowany w tym podrozdziale. Jest to biatko globularne
zbudowane z 308 aminokwasow [25], wystepuje w formie glikozylowanej [26] o strukturze
glownie a-helikalnej, z kilkoma fragmentami o strukturze p-zgigcia [27]. Struktura
krystaliczna tego enzymu przedstawiona zostata na Rysunku 2. Mozna ja podzieli¢ na dwa
fragmenty: dystalny i proksymalny, ktore sa przedzielone kofaktorem, ktérym jest hem. Jest
on potgczony =z bialkiem wigzaniem koordynacyjnym pomig¢dzy zelazem hemowym
a pierscieniem imidazolowym His170. Struktura biatka stabilizowana jest przez cztery mostki
disiarczkowe utworzone miedzy resztami Cysl1-Cys91, Cys44-Cys49, Cys97-Cys301
i Cysl77-Cys209, a takze mostkiem solnym pomigdzy Asp99 i Argl25 [25]. W swej
strukturze enzym zamiera dwa kationy wapnia, koordynowane przez siedem aminokwasow za
posrednictwem atomow tlenu, ktorych obecno$¢ jest konieczna do prawidlowego

funkcjonowania enzymu [28].

Rysunek 2. Struktura krystaliczna izoenzymu C1A peroksydazy chrzanowej [PDB: 1H5A]
[29]. Grupa hemowa zaznaczona na zielono, jony wapnia zaznaczone na zétto, a-helisy
zaznaczone na niebiesko, B-zgiecia na czerwono a fragmenty nieustrukturyzowane zaznaczone
magentg. Obraz stereoskopowy przedstawiony technikg krzyzogladu.



Region dystalny zawiera aminokwasy biorace udziat w procesie katalitycznym - Arg38
i His42 (biorace udziat w tworzeniu zwigzku I). Ponadto region ten zawiera jeden z kationow
wapnia stabilizujgcych jego struktur¢. Region proksymalny zamiera His170, ktéra, jak juz
wspomniano, tworzy wigzanie koordynacyjne z jonem zelaza hemu. Region ten zawiera drugi
z kationow wapnia, rowniez stabilizujacy jego strukture.

Centrum katalityczne, poza hemem, tworza Asp247, His170, Arg38, Asn70, His42
i Phe4l, co przedstawiono na Rysunku 3. Wejscie do centrum aktywnego jest otoczone
czterema resztami fenyloalanin Phe68, Phel42, Phel43 i Phel79.

V4

7B  His170)

Phel79
Asp24

Rysunek 3. Centrum katalityczne peroksydazy chrzanowej [PDB: 1HCH] [29]. Grupa hemowa
zaznaczona na zielono, reszty aminokwasow centrum aktywnego zaznaczone na zo6tto, reszty
fenyloalanin otaczajacych wejscie do centrum aktywnego zaznaczono kolorem cyjan. Obraz
stereoskopowy przedstawiony technikg krzyzogladu.

W czasie wigzania substratu nie obserwuje si¢ zbyt drastycznych zmian
konformacyjnych. Wartosci RMSD (root mean square deviation, odchylenie
sredniokwadratowe) dla struktur krystalicznych HRPC [PDB: 1ATJ] i kompleksu HRPC—
kwas benzhydroksamowy (BHA) [PDB: 2ATJ] wynosza odpowiednio 0,3 A dla atomow
tancucha gtéwnego oraz 1,0 A dla atomoéw tancuchéw bocznych [30]. Posrod aminokwasow
reszta Phe68 zmienia swoje potozenie W czasie wigzania BHA, ustawiajac pierscien fenylowy
prawie prostopadle do pierScienia aromatycznego tego liganda. Mozna to zauwazy¢
poréwnujac Rysunki 3 i4. BHA tworzy wigzania wodorowe z His42, Arg38, Prol39 oraz
czasteczka wody. Ponadto oddziatuje hydrofobowo z Phe68, Gly69, Alal40, Prol140, Phel79,

a takze z hemem. BHA jednakze r6zni si¢ od typowych substratow HRP, posiadajac wigcej



mozliwo$ci odziatywan hydrofilowych. Wigzanie typowych substratdw opiera si¢ bowiem
przede wszystkim na odziatywaniach hydrofobowych. Przypuszcza sie, ze bardziej zewnetrzne
cze$ci miejsca wigzania fragmentéw aromatycznych substratow sg bardziej podatne na zmiany
konformacyjne, na przyktad Phe68, co bytoby konieczne w momencie wigzania czgsteczek
bardziej rozbudowanych niz BHA [30]. Funkcja tej przestrzeni jest przytrzymanie substratu
dostatecznie blisko, aby mogto zajs¢ przekazanie elektronu, a jednoczesnie odpowiednio

daleko, aby nie mogto doj$¢ do reakcji z zelazem hemowym.

Phe68

Phel79

Rysunek 4. Wiazanie kwasu benzhydroksamowego w centrum aktywnym HRP [PDB: 2ATJ]
[30]. Grupa hemowa zaznaczona na zielono, reszty aminokwaséw centrum aktywnego
zaznaczone na z6tto, reszty fenyloalanin wejscia do centrum aktywnego zaznaczone kolorem
cyjan, a kwas benzhydroksamowy zaznaczony magentg. Czerwona kula przedstawia potozenie
czasteczki wody. Szare przerywane linie przedstawiaja oddziatywania wodorowe. Obraz
stereoskopowy przedstawiony technikg krzyzogladu.

Duzo bardziej typowym substratem HRP jest kwas ferulowy (FA), ktérego kompleksy
zenzymem [PDB: 6ATJ] oraz z enzymem wiagzacym cyjanek [PDB: 7ATJ] udalo sig¢
wykrystalizowa¢ [31]. Produktem utlenienia tego zwiazku jest kwas diferulowy, dlatego
uzyskanie struktury krystalicznej ze zwigzkiem I lub II jest niewykonalne. Podobnie jak
w przypadku kompleksu HRPC-BHA, kompleksy HRPC-FA i HRPC-CN-FA nie odbiegaja
szczegoOlnie od struktury samego enzymu. Najwigksze zmiany konformacyjne dotyczg reszt
Phe68, Asn135, Phel42, Phel43 i Phel79. Reszty fenyloalanin oddziatujg z bardziej oddalong
od centrum Katalitycznego cze¢scig czasteczki substratu. Reszta Phe68 w obu przypadkach nie
zamyka dostepu do centrum katalitycznego, jak to ma miejsce w kompleksie z BHA, ale jest
blizsza potozenia w konformacji enzymu nie wigzacego substratu. Wigzanie kwasu ferulowego

przedstawione jest na Rysunku 5. Zaobserwowano trzy réwnocenne pozycje FA, przy czym



Rysunek 5. Wiazanie kwasu ferulowego w centrum aktywnym peroksydazy chrzanowej (A)
[PDB: 6ATJ] oraz w centrum aktywnym enzymu ze zwigzanym cyjankiem (B) [PDB: 7ATJ]
[31]. Grupa hemowa zaznaczona na zielono, reszty aminokwaséw centrum aktywnego
zaznaczone na z6lo, reszty fenyloalanin wejscia do centrum aktywnego zaznaczone kolorem
cyjan, a kwas ferulowy zaznaczony magentg. Czerwona kula przedstawia potozenie czasteczki
wody. Obraz stereoskopowy przedstawiony technika krzyzogladu.

w jednej znich grupa karboksylowa pokrywataby si¢ ztlenem zwigzanym z Zelazem
hemowym zwiazku I i Il. Przypuszcza si¢, Zze ta wlasnie pozycja mogtaby odpowiada¢ za
inhibicje substratowa in vitro poprzez spowolnienie reakcji enzymu z nadtlenkiem wodoru
[31]. Obecnos¢ cyjanku uniemozliwia wystgpienie pozycji FA skierowanego grupa
karboksylowg do centrum katalitycznego, wiec obserwuje sie tylko dwie réwnocenne pozycje
FA. Atomy tlenu grup fenolowej i metoksylowej tworza wigzania wodorowe z resztg Arg38.
Dodatkowo grupa fenolowa tworzy wigzanie wodorowe z czasteczkg wody zwigzang z resztg
Prol139. Ligand ten tworzy jeszcze oddziatywania hydrofobowe z resztami Phe68, Gly69,
Prol139, Alal40, Phel42, Phel79 i hemem. Poréwnanie kompleksow HRPC z BHA, FA

i CN-FA pozwala na zasugerowanie roli Arg38 w stabilizacji stanu przejsciowego przy
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tworzeniu si¢ zwigzku I, poprzez tworzenie wigzania wodorowego z tlenem nadtlenku
zwigzanego z zelazem [31]. Wigzanie si¢ FA do centrum Kkatalitycznego ostabia wigzanie
wodorowe pomigdzy reszta Arg38 a tlenem zelaza hemowego, dziatajac jako aktywator zelaza
[31]. Podsumowujac, w tym kompleksie przestrzen wigzaca uktady aromatyczne w HRP
pozostaje otwarta, co pozwala na szybkg wymiang takich matych substratow aromatycznych

oraz wymiang rozpuszczalnika.

1.2.3. Mechanizm katalityczny

Peroksydaza chrzanowa moze wystepowaé w pigciu stanach, ktore obejmuja: stan
podstawowy, zwigzek I, zwiagzek II, zwigzek III i stan Zelaza(Il). Enzym ten jest w Stanie
katalizowaé reakcje w dwoch cyklach: oksydacyjnym i peroksydacyjnym. W cyklu
oksydacyjnym tlen jest wykorzystywany jako akceptor elektronow i biorg w nim udziat: stan
podstawowy, stan zelaza(Il) i zwigzek IIT [29]. W cyklu peroksydacyjnym, ktory uznawany
jest za podstawowy dla tego enzymu, akceptorem elektronow jest nadtlenek wodoru. W tym
cyklu biorg udziat stan podstawowy, zwigzek I i zwigzek II [32,33]. Zostal on przedstawiony

na rysunku 6.

Ho HOOH
Stan podstawowy
- H,0
e, H
Cykl katalityczny
O+/H o

Zwigzek Il Zwigzek |

e, H

Rysunek 6. Mechanizm katalityczny peroksydazy chrzanowej w cyklu peroksydacyjnym
[32,33].

Wszystkie pie¢ standéw zostato scharakteryzowanych za pomoca rentgenografii
strukturalnej [29]. Stan podstawowy zawiera pigcio-koordynacyjny jon zelaza, natomiast
zwigzek 1, ktory powstaje przez przytaczenie jednego z atomow tlenu nadtlenku wodoru
i oddanie jednego elektronu z zelaza oraz jednego elektronu z pier§cienia porfirynowego, co

daje m-kationorodnik, zawierajacy szescio-koordynacyjny jon zelaza. Atom tlenu zwigzany
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z zelazem tworzy wigzania wodorowe z Arg38 i czasteczkg wody, najprawdopodobniej
powstatej w wyniku redukcji drugiego atomu tlenu nadtlenku wodoru, ktéra dodatkowo tworzy
wigzania wodorowe z His42 i Arg38. His42 przyjmuje proton od nadtlenku wodoru, a Arg38
stabilizuje stan posredni, co przedstawiono na rysunku 7 [34]. Zwigzek II powstaje po przyjeciu
jednego elektronu od substratu redukujacego przez pierécien porfirynowy, ktory przestaje by¢
rodnikiem, iréwniez zawiera sze$cio-koordynacyjny jon zelaza. Atom tlenu zwigzany
z zelazem tworzy wigzanie wodorowe z Arg38 i czasteczkg wody, a dodatkowo wigze proton,
prawdopodobnie przekazany z His42 za posrednictwem czasteczki wody. Stan podstawowy
powstaje po przyje¢ciu drugiego elektronu przez jon zelaza z drugiej czasteczki substratu
redukujacego. Kwas ferulowy, ktory jest jednym z typowych substratow HRP, jest utleniany
przez ten enzym do rodnika fenoksylowego. Mechanizm tych reakcji z udziatem FA

przedstawiony jest na Rysunku 8.

Asn701/NHz Asn70 __NH, Asn7Q0 _NH, Asn701/NHz
| T W |
o,
His42 His42
Arg38 Arg38 ArgSS
\ \ NH = 4 N NH 4 NH \ \
2 Qr 2 2 — >
H\
_ NH2 NH, NHZ _
C O—H K{o H o-— H
H—O o o} o]
lIII C l LI ! UL} I IV 4o
—Fe— —Fe— —Fe— —Fe—
Stan podstawowy Kompleks z nadtlenkiem wodoru Stan przejsciowy Zwigzek |

Rysunek 7. Rola His42 i Arg38 w tworzeniu zwiazku I [34].

Pierwsza czasteczka FA reaguje ze zwigzkiem I oddajac proton z grupy fenolowej na
czasteczke wody, ktora przekazuje go reszcie His42 a elektron przekazuje kationorodnikowi
hemowemu. Warto zwroci¢é uwage, ze czasteczka wody biorgca udziat w reakcji jest
konserwatywna w strukturach krystalicznych i tworzy wigzanie wodorowe z Pro139. Druga
czasteczka FA reaguje ze zwiagzkiem II, podobnie jak poprzednio przekazujac proton z grupy
fenolowej czasteczce wody, ktora tym razem oddaje go atomowi tlenu zwigzanemu z zelazem
hemowym. Przyjmuje on rowniez proton od His42 1 po przyjeciu elektronu z FA przez zelazo
hemowe, odtacza si¢ od hemu w postaci czasteczki wody. Powstaje drugi rodnik fenoksylowy,

a enzym powraca do stanu podstawowego [34].
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Rysunek 8. Mechanizm reakcji utlenienia kwasu ferulowego przez peroksydaze chrzanowa
[34].

1.2.4. Naturalne substraty peroksydazy chrzanowej i reakcje ich utleniania

Znanych jest wiele substratow HRP wyst¢pujacych w naturze, np. kwas ferulowy [31]
alkohole p-kumarowy [20], koniferylowy [21] czy synapinowy [22], ale jak wspomniano
w podrozdziale 1.1, nie ma pewnosci czy w ramach fizjologii chrzanu pospolitego te zwigzki
sg rzeczywiScie substratami peroksydazy chrzanowej. Utlenienie pochodnych alkoholu

p-kumarowego przedstawione zostato na Rysunku 9.

HO H,O, o) — Polimer
peroksydaza —>  (Ligniny)
R2 Z OH RZ % OH

R'= H R?= H - alkohol p-kumarowy
R'= OCH, R*= H - alkohol koniferylowy
R'= OCH, R*= OCH, - alkohol synapinowy

Rysunek 9. Reakcje utlenienia pochodnych alkoholu p-kumarowego przez peroksydaze
chrzanows [20].
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Interesujgcg wlasnoScig peroksydazy chrzanowej jest jej zdolno$¢ do utlenienia kwasu
indolilooctowego przy nieobecnosci nadtlenku wodoru w pH 5,0. Reakcja ta przedstawiona
jest na Rysunku 10. W reakgji tej udziat bierze tlen [24]. Zwiazek ten jest rowniez utleniany

W obecnosci nadtlenku wodoru do rodnika, co juz odbywa si¢ w obojetnym pH [35].

e
OH 02 //
NH NH NH

Rysunek 10. Reakcja utlenienia kwasu indolilooctowego przez peroksydaze chrzanowa
w cyklu oksydacyjnym [24,35].

1.2.5. Modelowe substraty peroksydazy chrzanowej i reakcje ich utleniania

Gwajakol jest uniwersalnym substratem peroksydaz, dlatego jest szeroko stosowany
w badaniach tej grupy enzymow. Produktem utlenienia jest rodnik fenoksylowy, ktory sprzega
si¢ z kolejnym rodnikiem gwajakolu dajac tososiowy produkt koncowy (maksimum absorpcji
470 nm). Reakcja ta przedstawiona jest na Rysunku 11. Mozliwe jest roOwniez powstanie
czasteczek bedacych produktami sprzegania wiecej niz dwoch rodnikow [36]. Utlenienie
gwajakolu jest reakcja najczesciej stosowang do wyznaczenia aktywnosci peroksydaz [37],

szczegoblnie peroksydazy chrzanowe;j.

Rysunek 11. Reakcja utlenienia gwajakolu przez peroksydaze chrzanows [36].

Kolejnym modelowym substratem dla peroksydaz jest benzydyna i jej pochodne np.
o-dianizydyna [38]. Pochodne te byly nawet stosowane w testach diagnostycznych, jednakze
zaprzestano ich stosowania ze wzgledu na ich rakotworczo$¢ [39,40]. Jedna czgsteczka tych
substratow jest donorem dwoch elektronow i protondw. Produkt posredni, kompleks
z przeniesieniem tadunku, ma barwg niebieska lub zielong w przypadku o-dianizydyny,
a produkt koncowy jest zottopomaranczowy [41]. Reakcja ta przedstawiona jest na
Rysunku 12.
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Rysunek 12. Reakcja utlenienia benzydyny oraz o-dianizydyny przez peroksydaze chrzanowa
[38,41].

Modelowym substratem jest réwniez kwas 2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-
6-sulfonowy) (ABTS) [42], stosowany przede wszystkim dla reakcji katalizowanych przez
LPO. Powstajacy rodnik ma zielononiebieska barwe (wykazuje maksima absorpcji przy okoto
415 i 730 nm). Rownanie reakcji utlenienia tego substratu przedstawione jest na Rysunku 13.
Reakcja ta moze rowniez by¢ wykorzystywana do oznaczania stezenia nadtlenku wodoru [43],

jednakze czeSciej uzywa si¢ do tego celu utlenienia mieszaniny fenolu z 4-aminoantypiryng

[44].
/@[ >*N SO,H
<A

Rysunek 13. Reakcja utlenienia ABTS-u katalizowana przez peroksydazy.

/HO

peroksydaza HO3S

—
HOSSQZ#N\N#:D/SO
-

Typowymi substratami HRP w uktadach laboratoryjnych sa takze rd6zne pochodne
fenolu ianiliny [45-48]. Standardowo dla HRP stosowany jest fenol w mieszaninie
z 4-aminoantypiryng [49]. Schemat reakcji powstawania barwnego produktu przedstawiony
jest na Rysunku 14. Reakcja ta jest rowniez wykorzystywana do oznaczania st¢zenia nadtlenku
wodoru [50].

O = O j

Rysunek 14. Schemat reakcji utlenienia fenolu z 4-aminoantypiryng katalizowanej przez
peroksydazg chrzanowa.
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1.2.6. Praktyczne zastosowania peroksydazy chrzanowej

Peroksydaza chrzanowa jest jednym z enzymow o najszerszym zakresie zastosowan
praktycznych, obejmujgcych miedzy innymi: testy immunologiczne, Western blotting,
biosensory, testy diagnostyczne, oczyszczanie $ciekow, przemyst papierniczy i reakcje
biotechnologiczne [51-54].

Wykrywanie bialek czy kwasow nukleinowych za pomocg testow immuno-
enzymatycznych (ELISA) lub Western blottingu ma ogromne znaczenie zar6wno
diagnostyczne jak ibadawcze. W obu tych przypadkach konieczna jest wizualizacja
powstajacego kompleksu antygen-przeciwciato, ktora uzyskuje si¢ poprzez przeprowadzenie
reakcji chemicznej dajacej barwny lub luminescencyjny produkt. Najszerzej stosowanym
w tym celu enzymem jest wiasnie HRP, ktorg sprzega si¢ z przeciwciatami [51]. Pozwala to na

prowadzenie badan naukowych, ale tez oznaczanie markerow chorobowych.

Sensory pozwalajg na szybki 1 prosty pomiar stezen analitdéw, a 0znaczanie st¢zenia
nadtlenku wodoru jest potrzebne w procesach przemystowych oraz w uktadach biologicznych.
Zastosowanie HRP w biosensorach pozwala na oznaczenie nadtlenku wodoru i nadtlenkéw
organicznych [51]. Natomiast bezposrednie oznaczenie nadtlenku wodoru przy uzyciu
standardowych elektrod jest problematyczne z powodu wysokiego nadnapigcia (elektroda
wymaga wigcej energii niz jest potrzebne do przeprowadzenia reakcji), dlatego konieczne sg
modyfikacje elektrod [55]. Zastosowanie dodatkowych enzymdw w takich uktadach pozwala
na oznaczenie przyktadowo glukozy albo alkoholi [51].

Zwiazki aromatyczne, takie jak pochodne fenolu i amin aromatycznych, stanowia jedne
Z gléwnych zanieczyszczen Sciekow wielu gatezi przemystu (migedzy innymi tworzyw
sztucznych, barwnikow, gorniczego 1 papierniczego), ktore moga by¢ usuwane za pomoca
HRP [51]. Dziatanie enzymu polega na degradacji lub polimeryzacji rodnikowej tych
zwigzkow bezposrednio przez utlenienie enzymatyczne lub posrednio przez substancje
dodawane do mieszaniny, dziatajace jako bezposrednie substraty peroksydazy, ktorych
produkty utlenienia reaguja pozniej z usuwanymi zwigzkami [51,54].

Podejmowane byly réwniez proby zastosowania HRP w reakcjach sprzggania,
nitrowania i sulfonowania zwigzkoéw aromatycznych [52]. Moga one stanowi¢ uzupetnienie
dla klasycznych metod przeprowadzania takich reakcji, poniewaz mozna je prowadzi¢
w tagodnych warunkach z duza specyficznoscia.

Enzym ten pozwala rdwniez na otrzymanie materiatow polimerowych o wyjatkowych

wilasciwos$ciach (obecnos¢ grup funkcyjnych niespotykanych w konwencjonalnych polimerach
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np. grupa winylowa), dzigki selektywnej polimeryzacji grup fenolowych, przy zachowaniu
tagodnych warunkow [51,52]. Przyktadowo polimeryzacja kwasu kumarowego katalizowana
HRP pozostawia nienaruszong grup¢ karboksylowa, zdolng do dalszej reakcji [52]. Pozwala to
na pozyskanie polimeru, ktéry moze by¢ nastepnie modyfikowany, np. sieciowany (jezeli
druga grupg bedzie przyktadowo grupa metakrylowa). Niedogodnoscia w tego typu
zastosowaniu jest problematycznie niska rozpuszczalno$¢ polimeréw w wodzie, co wymusza
stosowanie uktadow micelarnych lub dodatku rozpuszczalnikow organicznych [52]. Jednak
pomimo tych ograniczen nadal jest to obiecujacy kierunek prac nad materiatami
polimerowymi.

Szczeg6lnym przyktadem praktycznego wykorzystania polimeréw otrzymywanych lub
modyfikowanych za pomoca HRP jest produkcja hydrozeli. Ze wzgledu na dobrg biozgodnos¢
tego materialu ma on potencjalne zastosowanie w inzynierii tkankowej, nosnikach lekow i
leczeniu ran [51,56,57]. Przyktady zastosowania hydrozeli otrzymywanych przy uzyciu HRP
obejmuja: $srodowisko/rusztowanie dla proliferacji i roznicowania si¢ komorek, opatrunki,
powloki hydrozelowe na pojedynczych komérkach wytwarzajacych nadtlenek wodoru lub

zawierajace na powierzchni btony komérkowej immobilizowang HRP [56,57].

Rodnik kwasu indolilooctowego wykazuje dziatanie cytotoksyczne. Jego wytwarzanie
przez HRP ma wigc potencjalne zastosowanie przeciwnowotworowe [35,58]. Sam kwas
indolilooctowy, czy sama HRP nie dzialajg toksycznie na komorki. Natomiast jezeli udatoby
si¢ zakumulowa¢ HRP w sgsiedztwie komorek nowotworowych, czy to poprzez odzialywanie
przeciwcial potaczonych z enzymem [35], czy nanoczastek [58] (majacych zdolno$¢ do
kumulowania si¢ w tkankach nowotworowych [59]) uzyskano by terapi¢ o znacznie
tagodniejszych skutkach ubocznych, za sprawg dziatania miejscowego (niemalze wytgcznie na
komorki nowotworowe).

Podejmowane sg takze proby uzycia tego enzymu w innych obszarach. Przyktadem
moze by¢ zastosowanie HRP jako wskaznika do szybkiego sprawdzenia procesu sterylizacji
mleka - ze wzgledu na relatywnie wysokag odpornos$¢ na temperature, enzym traci aktywnos¢
dopiero, gdy proces ten zostanie prawidlowo przeprowadzony [54]. Pilotazow0 stosuje si¢
HRP rowniez do pozbycia si¢ nieprzyjemnego zapachu obornika $winskiego, pochodzacego
gtownie od zwigzkow fenolowych, ktdre za pomoca HRP i nadtlenku wodoru zostaja

przeksztalcone w bezwonne polimery [51,54].
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1.2.7. Zastosowanie peroksydazy chrzanowej w enzymatycznych testach diagnostycznych

Ze wzgledu na swoja niska ceng i dobrg stabilnos¢ HRP jest od dawna stosowana jako
podstawowy enzym reporterowy w testach diagnostycznych. Reakcja katalizowana przez ten
enzym ma na celu umozliwienie pomiaru za pomocg spektrofotometrii, poniewaz produkt tej
reakcji jest barwny. W roku 1969 Paul Trinder zaproponowat stosowanie adrenaliny
w zastepstwie 0-tolidyny, ktora ma wlasciwosci rakotworcze, W stosowanym juz uktadzie do
oznaczania glukozy [40]. Jednakze metoda ta wykazywala si¢ brakiem powtarzalno$ci
w wariancie manualnym. Z tego powodu, w tym samym roku Trinder zaproponowat uzycie
4-aminofenazonu (dzi$ nazywany 4-aminoantypiryng) i fenolu w celu uzyskania barwnego
produktu [60]. Od tego czasu uktad ten zaczat zyskiwac coraz szersze zastosowanie w testach
diagnostycznych. Wczesniej byt on stosowany do oznaczenia zawarto$ci fenolu w wodzie [44].
Uktad ten byt pdzniej modyfikowany poprzez wprowadzenie réznych pochodnych fenolu
i aniliny jako substratbw HRP. Sam Trinder juz w 1972 roku zaproponowal uzycie
sulfonowanego 2,4-difenolu, ktorego produkt sprzezenia z 4-aminoantypiryng ma znacznie
wiekszy wspotczynnik absorpcji, co pozwala na oznaczenie glukozy z mniejszej ilosci probki
[61]. Reakcja ta zostata p6zniej udoskonalona w wariancie do oznaczenia kwasu moczowego
[62]. Pozniej zaproponowat rowniez uzycie kwasu 2,4,6-tribromo-3-hydroksybenzoesowego
do oznaczania cholesterolu HDL (lipoproteiny o duzej gestosci) [63]. Schemat tej reakcji
przedstawiony jest na Rysunku 15. Od tamtego czasu wprowadzono wiele wariantow reakcji
Trindera do oznaczenia glukozy, kreatyniny, kwasu moczowego, cholesterolu catkowitego,

cholesterolu HDL, cholesterolu LDL, triacylogliceroli i mleczanu [64].

0
Ho—<  Br

o (0] Br e}
W N= —O0
W NH  ho H,O
+ —2 2 5 N
N, HRP N Br
N Br Br /
/ OH

Rysunek 15. Schemat reakcji utlenienia 4-aminoantypiryny ikwasu 2,4,6-tribromo-3-
hydroksybenzoesowego przez peroksydaze chrzanows [63].
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1.3. Zaklécenia enzymatycznych testow diagnostycznych wykorzystujacych peroksydaze

chrzanowa

W testach diagnostycznych wykorzystywanych jest od dwoch do kilku reakcji
majacych na celu przeniesienie st¢zenia analitu na stezenie chromoforu. Stezenie chromoforu
oznaczone spektrofotometrycznie jest nastgpnie na podstawie krzywej Kalibracyjnej
przepisywane na stezenie analitu. Konkretne anality oznaczane s3 przy zastosowaniu
specyficznej oksydazy tworzacej jako produkt uboczny nadtlenek wodoru. Przyktadem jest
oksydaza glukozowa stosowana w testach do oznaczenia glukozy. Schemat reakcji biorgcych

udziat w tedcie diagnostycznym do oznaczenia glukozy przedstawiony jest na Rysunku 16.

O,

» H,0, +
oksydaza glukozowa

0
W___NH, ‘<z>‘o
/N peroksydaza

Rysunek 16. Schemat reakcji zachodzacych w tescie diagnostycznym do oznaczenia glukozy
[65].

Uktad do oznaczenia glukozy jest przypadkiem najprostszym, sktadajacym si¢ jedynie
z oksydazy specyficznej dla analitu, produkujacej rowniez nadtlenek wodoru, i peroksydazy
katalizujacej reakcje wizualizujacg. Oznaczenie niektérych analitow, np. kreatyniny, odbywa
si¢ na drodze czterech reakcji. Pierwsza z reakcji, bedaca specyficzng dla analitu, nie produkuje
nadtlenku wodoru, dopiero w rezultacie kolejnych reakcji potproduktow uzyskuje sie¢ produkt
bedacy substratem dla oksydazy produkujacej nadtlenek wodoru. Schemat reakcji bioracych
udzial w tescie diagnostycznym do oznaczenia kreatyniny przedstawiony jest na Rysunku 17.

HRP katalizuje reakcje, ktorej produktem jest rodnik uwalniany do rozpuszczalnika,
gdzie dopiero zachodzi reakcja z drugim rodnikiem, dajgca barwny produkt. Nie jest jednak
jasne czy rodnik aminoantypirylowy powstaje w wyniku utlenienia enzymatycznego

4-aminoantypiryny, czy tez w wyniku utlenienia tego zwigzku przez rodnik fenoksylowy.
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Wynik testu diagnostycznego moze zosta¢ zafalszowany na wielu etapach. Jednym
Z nich jest zahamowanie powstawania barwnego produktu, na podstawie stezenia ktorego
ustalane jest st¢zenie analitu. Moze to by¢ spowodowane inhibicjg jednego z enzymow, ale
réwniez reakcjami z produktami posrednimi tej reakcji lub jej produktem koncowym, a nawet

bezposrednig reakcja z nadtlenkiem wodoru.
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Rysunek 17. Schemat reakcji zachodzacych w teécie diagnostycznym do oznaczenia
kreatyniny [66].

1.3.1. Zwiazki naturalne zaktocajace enzymatyczne testy diagnostyczne

W literaturze najlepiej opisany jest wptyw kwasu askorbinowego na wyniki testow
diagnostycznych [67—72]. Kwas askorbinowy jest witaming i przeciwutleniaczem, ktérego
obecnos$¢ znacznie zaniza wyniki testow diagnostycznych, ale efekt ten zmniejsza si¢ wraz
z czasem przechowywania probki. Jest to zwigzane z utlenieniem tego zwigzku tlenem
atmosferycznym. Zaproponowano, ze zaklocenia testow diagnostycznych przez kwas
askorbinowy sg spowodowane jego preferencyjnym utlenieniem przez peroksydaze.
Uzasadniono ten mechanizm stechiometria wptywu tego zwiazku i brakiem zmian przy
roéznych stezeniach 4-aminoantypiryny czy fenolu [71]. Ten sam mechanizm zostat pdzniej
zaproponowany dla wszystkich uktadow stosujagcych peroksydaze [70]. Jednakze kwas
askorbinowy jest silnym reduktorem [73] zdolnym do szybkiego zredukowania rodnika
fenoksylowego [74], co moze hamowaé powstawanie barwnego produktu.

Bilirubina jest potproduktem w Sciezce degradacji hemu u kregowcow. Jej obecnosé
wpltywa na wyniki uzyskiwane w testach wykorzystujacych reakcje Trindera [75].

Podwyzszony poziom bilirubiny we krwi to hiperbilirubinemia, wystepujaca np. w zespole
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Gilberta. Dla bilirubiny zaproponowano miedzy innymi taki sam mechanizm jak dla kwasu
askorbinowego [75], poniewaz bilirubina rowniez posiada wlasciwosci redukujgce [76].
Ponadto rozpatrywano wplyw bilirubiny poprzez jej wilasng absorbancje w stosowanym
zakresie, redukcje produktow posrednich reakcji katalizowanej przez oksydaze, redukcje
produktéw posrednich reakcji katalizowanej przez peroksydaze lub redukcje koncowego
produktu [75]. Za najprawdopodobniejszy mechanizm uznano wptyw absorbancji bilirubiny

I redukcje potproduktow reakcji katalizowanej przez peroksydazg [75].

Dopamina jest neuroprzekaznikiem stosowanym réwniez jako lek. Gdy byta podawana
przez ten sam cewnik, przez ktory pobierano krew do badan, zaobserwowano znacznie
obnizone wyniki testow diagnostycznych do oznaczenia kreatyniny, triacylogliceroli,
cholesterolu i kwasu moczowego [67,77,78]. Zaklocenia te stanowily tez podstawe do
opracowania metody ilo$ciowego oznaczenia dopaminy i adrenaliny w lekach [79,80]. Jako
przyczyne zaklocen powodowanych dopaming zaproponowano jej reakcje z 4-amino-
antypiryng i utworzenie nowego chromoforu o mniejszym wspotczynniku absorpcji niz
produkt reakcji Trindera [78]. Dopamina jest jednak substratem peroksydazy chrzanowej
i w wyniku utlenienia tworzy dopaminochrom o czerwonym kolorze [81]. Schemat tej reakcji

przedstawiony jest na Rysunku 18.
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Rysunek 18. Schemat reakcji utlenienia dopaminy przez peroksydaze chrzanowa.

Lewodopa jest naturalnym aminokwasem stosowanym rowniez jako lek w leczeniu
choroby Parkinsona, ktory rowniez obniza wyniki testu do wykrywania kwasu moczowego
[79,82]. Obserwujgc powstawanie produktu o maksimach absorpcji przy 310 1450 nm
przypuszczano, ze zwiazek ten jest utleniany przez peroksydaze do chinonu, zuzywajac
nadtlenek wodoru konieczny do powstania chromoforu Trindera [79]. Widma reakcji Trindera
W obecno$ci lewodopy wykazuja jednak przyrosty absorbancji przy 475 nm (maksimum
absorpcji dopachromu) $§wiadczace o powstawaniu jedynie tego chromoforu (co wynika ze
wspotczynnika absorpcji i zastosowanych stezen) i to szybciej anizeli w przypadku utlenienia
samej lowodopy [83]. Wyniki te pokazuja, ze zwiazek ten jest znacznie szybciej utleniany
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przez rodniki powstajgce w reakcji Trindera niz przez sam enzym, tym samym zapobiegajac

powstaniu chromoforu Trindera poprzez redukcje rodnikowych intermediatow.

Adrenalina i noradrenalina sg hormonami i neuroprzekaznikami stosowanymi rowniez
jako leki. Adrenalina byta pierwszym substratem wprowadzonym przez Trindera do testow
diagnostycznych do oznaczenia st¢zenia glukozy, jej obecno$¢ i zwigzkow analogicznych musi
wigc wptywac na ich wyniki w testach, w ktorych stosuje si¢ inne uktady chromogeniczne,
poniewaz zwiazki te bedg tworzyty konkurencyjne chromofory o wspotczynnikach absorpcji

innych niz chromofor otrzymany w reakcji reporterowej [79,82,84].

Kwas 4-hydroksyfenylopirogronowy jest metabolitem w szlaku rozktadu fenylo-
alaniny i tyrozyny, wystepuje w wysokich stezeniach w moczu 0s6b chorych na alkaptonurig
leczonych nityzynonem i zaniza wyniki testow paskowych do oznaczenia glukozy [85]. U oséb
chorych na alkaptonuri¢ wystepuje rowniez wysokie stezenie kwasu homogentyzynowego we
krwi i moczu skutkujgce zanizeniem wynikow testow na kreatyning, kwas moczowy
i cholesterol [86-90]. Zaproponowanymi mechanizmami tych zaktocen byta redukcja
nadtlenku wodoru w reakcji kwasu homogentyzynowego z 4-aminoantypiryng oraz utlenienie
tego zwigzku do o-chinonu [91], jak to wczeSniej przedstawiono dla oznaczenia Kwasu
5-hydroksyindolooctowego [92]. Struktury zwigzkoéw opisanych w tym podrozdziale znajduja
si¢ na Rysunku 19.
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Rysunek 19. Struktury zwigzkéw naturalnych wptywajacych na wyniki testow
diagnostycznych.
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1.3.2. Leki zaktocajace enzymatyczne testy diagnostyczne

Od czasu wprowadzenia reakcji Trindera do standardowo wykonywanych testow
diagnostycznych zaobserwowano takze wptyw niektdrych zwigzkoé6w stosowanych w praktyce
medycznej na uzyskiwane wyniki. Paracetamol, lek o0 dziataniu przeciwbolowym
I przeciwgoragczkowym, powoduje zanizenie uzyskanego wyniku stgzenia glukozy. Jego
dziatanie jest stechiometryczne - jeden mol paracetamolu powoduje pozorny ubytek czterech
moli glukozy [93]. Tolozamid [94] i gliklazyd [95], leki o dziataniu przeciwcukrzycowym,
zawierajace ugrupowania hydrazynowe, zanizajg wyniki testow diagnostycznych do
oznaczenia glukozy, w ktorych uzywa si¢ peroksydazy i ABTS-u jako jej substratu.
N-acetylocysteina, lek o dziataniu mukolitycznym, wykazat ujemny wptyw na wyniki testow
do oznaczenia triacylogliceroli, cholesterolu i kwasu moczowego [96]. Dobutamina, lek
stosowany W leczeniu wstrzasu kardiogennego [97], obniza uzyskiwany wynik
proporcjonalnie do swojego stezenia [78] - w teScie do oznaczenia kreatyniny 1 mol
dobutaminy maskuje obecnos¢ czterech moli tego analitu [84]. Zwiazek ten, tak jak dopamina,
jest pochodng katecholu, ktory jest utleniany przez HRP do o-benzochinonu [98], przez to
zwigzki zawierajace t¢ grupe sg najprawdopodobniej substratami dla tego enzymu [83]. Dla
dopaminy i dobutaminy zaproponowano jednak dwa rozne mechanizmy zaklocen
enzymatycznych testow diagnostycznych pomimo podobienstwa ich  struktury.
Zaproponowano ze, dobutamina jest utleniana przez peroksydaze zuzywajac nadtlenek wodoru
konieczny do powstania chromoforu reakcji Trindera. Wniosek ten wysnuto na podstawie
szybszego utlenienia dobutaminy nawet w nieobecnosci 4-aminoantypiryny [78]. Dla
dopaminy natomiast, jak wspomniano w poprzednim podrozdziale, zaproponowano jej reakcje
z produktem utlenienia 4-aminoantypiryny dajaca chromofor o0 nizszym wspotczynniku
absorpcji przy dtugosci fali stosowanej w pomiarach [78]. Metylodopa, lek przeciwko
nadci$nieniu, powoduje obnizenie wynikow testow do oznaczenia kwasu moczowego [82].
Dobesilan wapnia i etamsylat - leki 0 dziataniu hemostatycznym (sole kwasu 2,5-dihydroksy-
benzenosulfonowego), obnizajg wyniki testow diagnostycznych do oznaczenia kreatyniny,
kwasu moczowego, triacylogliceroli i cholesterolu [99-102]. Proponowanymi mechanizmami
dla dobesilanu wapnia byly: jego utlenienie nadtlenkiem wodoru, reakcja zinnym
komponentem reakcji Trindera albo redukcja antypirylochinonoiminy [101]. Testujac wptyw
dobesilanu wapnia na wyniki réznych testow, z ktorych nie wszystkie stosowaly reakcje
Trindera, wywnioskowano, ze zaklocenie wystepuje na etapie powstawania barwnego

produktu koncowego [102]. Mesalazyna, lek przeciwzapalny, wpltywa na wyniki testow
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diagnostycznych do oznaczenia kreatyniny, kwasu moczowego, kwasu mlekowego,
triacylogliceroli, cholesterolu i lipazy [103]. Struktury wymienionych w tym podrozdziale

zwigzkow przedstawione sa na Rysunku 20.
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Rysunek 20. Struktury lekéw wptywajacych na wyniki testow diagnostycznych [83].

1.3.3. Zagrozenia dla pacjentéw spowodowane zaktoceniami w testach diagnostycznych

W przypadku pacjentow, ktorzy stosuja leki zaklocajace wyniki testow
diagnostycznych, wazne jest aby stosowal testy alternatywne. W badaniach
przeprowadzonych w Brazylii stwierdzono, ze sposrod lekow znajdujacych sie na liscie lekdw
podstawowych (brazylijska lista lekdw, ktore powinny znalez¢ si¢ w kazdym miejskim
szpitalu) az 67,7% wplywato na wyniki przynajmniej jednego z podstawowych testow
diagnostycznych [104]. Wdrozenie nieodpowiedniego leczenia na postawie zafatszowanych
wynikOw niesie niebezpieczenstwo niepotrzebnego narazenia pacjenta na skutki uboczne
stosowanych procedur medycznych. Przyktadem moze by¢ przypadek skierowania pacjenta na
usuni¢cie lewego nadnercza, co bylo podyktowane wynikami testow immunologicznych.
Pacjent ten brat rowniez udziat w projekcie wykorzystujacym spektrometriec mas, a wyniki
uzyskane w toku tego projektu byty niezgodne z wynikami testdbw immunologicznych. Dalsze
badania wykazaly zafalszowanie wyniku testu immunologicznego przez nieznany czynnik
[105]. Gdyby nie dodatkowy program, w ktorym pacjent brat udziat, niepotrzebnie usuni¢toby

nadnercze i musiatby stawi¢ czota ewentualnym powiktaniom pooperacyjnym [105]. U 0s6b
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chorych na alkaptonuri¢ mozliwe jest btedne zdiagnozowanie hipourykemii na podstawie
obnizonych wynikow testow diagnostycznych do oznaczenia kwasu moczowego przez kwas
homogentyzynowy [90]. Cho¢ znanych jest wiele substancji zakldcajacych wyniki testow
diagnostycznych, dopiero uzyskanie zaskakujgco niskich lub ujemnych wynikéw sktania do
ich analizy ipodjecia krokOw wcelu wyeliminowania zaklocenia. Niewykrycie
u bezobjawowego pacjenta cholesterolu i triacylogliceroli sktonito personel medyczny do
przeprowadzenia dalszych badan, ktére wykazaly wysokie stezenie kwasu askorbinowego
w jego krwi. Po usunigciu kwasu askorbinowego oksydaza askorbinowa wyniki miescity sig
w normie [106]. Nagly spadek W stezeniu kreatyniny we krwi u pacjenta, nie objetego
leczeniem mogacym obnizy¢ poziom kreatyniny, zostat przypisany zanieczyszczeniu pobranej
probki krwi z kaniuli tetniczej dopaming lub dobutamina, ktére byly podawane przez cewnik
centralny wprowadzony obwodowo w czasie pobierania krwi [107]. Brak wiedzy na temat
wpltywu tych zwigzkéw na wyniki testow diagnostycznych nie pozwolitby na zastosowanie
odpowiednich (nie podatnych na zakldcenia powodowane przez te zwigzki) alternatywnych

metod oznaczania kreatyniny.
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2. Cel pracy

Kilka lat temu zespo6t kierowany przez dra hab. Huberta Wojtaska wykazal, ze zwiazki
naturalne ileki zawierajgce ugrupowanie katecholowe, takie jak karbidopa, L-dopa
i dopamina, wplywajg na wyniki pomiaréw spektrofotometrycznych w reakcjach
katalizowanych przez peroksydazy w trzech roznych uktadach: o-dianizydyna/mielo-
peroksydaza, ABTS/laktoperoksydaza i fenol/4-aminoantypiryna/peroksydaza chrzanowa
[83]. We wszystkich uktadach zaklocenia te byly powodowane gtownie przez redukcje
rodnikowych produktéw utlenienia tych substratow przez ugrupowanie katecholowe, cho¢
w niektérych przypadkach konkurencyjne utlenianie katecholi przez peroksydazy réwniez
miato istotne znaczenie. Brak §wiadomosci zachodzenia takich reakcji doprowadzit do btgdne;j
interpretacji wynikow w wielu publikacjach naukowych, szczegélnie tych opisujacych
poszukiwania inhibitorow peroksydaz. W przypadku uktadu fenol/4-aminoantypiryna/
peroksydaza chrzanowa zaktocenia te maja wazne znaczenie praktyczne, poniewaz jest on
powszechnie stosowany w enzymatycznych testach diagnostycznych. W ciggu ponad
potwiecza jego stosowania stwierdzono zaktocenia wynikow takich testow powodowane przez
wiele lekdw i zwigzkow naturalnych. Ilosciowe oznaczenie analitow w tego typu testach jest
posrednie - obejmuje szereg reakcji enzymatycznych i nieenzymatycznych, ktore sg podatne
na wptyw wielu substancji. Moga one dziata¢ jako substraty lub inhibitory jednego z enzymow,
ale mogg tez reagowac z produktami posrednimi lub koncowymi kazdej z zachodzacych
reakcji. Wszystkie te zjawiska powodujg zmiane koncowej wartosci absorbancji, ktora jest

mierzona w tych testach i stuzy do ustalenia st¢zenia analitu.

Do tej pory zbadano mechanizmy zaktdcen enzymatycznych testoéw diagnostycznych
tylko dla nielicznych zwiazkéw. Jako przyczyne tych efektdéw najczgéciej proponowano
bezposrednie utlenianie zwigzkow zakldcajacych przez peroksydazg chrzanowa lub nadtlenek
wodoru. Jednak w przypadku bilirubiny zaproponowano m.in. redukcje rodnikow
fenoksylowych i/lub antypirylowych [75], a wigc mechanizm identyczny z tym odkrytym dla
katecholi [83]. Zaklocenia spowodowane takimi reakcjami mozna bylo przewidzie¢ przed
wprowadzeniem peroksydazy chrzanowej jako enzymu reporterowego do testow
diagnostycznych, poniewaz utlenianie réznych zwigzkow o wiasciwosciach redukujacych
przez wygenerowane przez peroksydazy rodniki opisano juz dekade wczesniej. W roku 1959
Seymour Klebanoff opisal zjawisko przys$pieszonego utlenienia adrenaliny w obecnosci
tyroksyny ijej pochodnych w reakcjach katalizowanych przez peroksydaze chrzanowa,

mieloperoksydaze i laktoperoksydaze [108]. Opisat rowniez taki sam wplyw tyroksyny
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i podobnych zwigzkéw fenolowych na utlenienie NADH [109] i ergotioneiny (niebiatkowego
aminokwasu zawierajacego grupe tiolowa) [110]. Mechanizm utlenienia NADH zostat pdznie;j
wyjasniony przez Takayame i Nakano. Wykazali oni, ze NADH zostaje utleniony przez rodnik
tyroksyny wygenerowany przez peroksydaze chrzanowa do rodnika NAD', ktory nastepnie
reaguje z tlenem tworzagc anionorodnik ponadtlenkowy i NAD* [111]. Pozniej inni autorzy
opisali przyspieszone utlenienie L-dopy w obecnosci kwaséw cynamonowych i ich estrow
[112,113].

Poréwnanie struktur zwigzkéw, dla ktorych opisano zaktocenia enzymatycznych
testow diagnostycznych wykorzystujacych reakcje Trindera (Rysunki 19 i 20), pozwolito
stwierdzi¢, ze prawie wszystkie maja silne wilasciwosci redukujace. Wydawato si¢ wiec
prawdopodobne, ze be¢da one wptywaly na reakcj¢ Trindera w sposob analogiczny do
bilirubiny [75] czy katecholi [83]. Uznalismy, ze wyjasnienie tych mechanizméw moze
pozwoli¢ na przewidywanie takich zjawisk dla zwigzkow, dla ktorych nie zostaly one do tej
pory wykryte. Dotychczas bowiem zaktdocenia w enzymatycznych testach diagnostycznych
odkrywane byly glownie przypadkowo. O skali problemu mogg swiadczy¢ dane przedstawione
przez autorow publikacji opisujacej wptyw dobesilanu wapnia na testy diagnostyczne stosujace
reakcje Trindera. Podajg oni, ze tylko w szpitalu Beijing Union Medical College w ciggu roku
badanych jest niemal 14 000 probek pochodzacych od pacjentow leczonych tym lekiem [102].
Pozwala to oszacowac, ze na $wiecie rocznie analizowane sg miliony probek zawierajacych
zwigzki mogace stanowi¢ potencjalne zrodlo zaktdcen. Lekarze moga by¢ $wiadomi
niebezpieczenstw ptynacych z zaktocen powodowanych przez leki i zwigzki naturalne jedynie
jesli producenci zamieszczg informacje o takich zagrozeniach w instrukcjach swoich testow.
Jezeli btedne wyniki testow, spowodowane zakldceniami, zostang uwzglednione w diagnozie,
moze to doprowadzi¢ do nieprawidtowego leczenia, a wiec bedzie stanowié¢ zagrozenie dla
zdrowia pacjenta.

Wybralismy wiec kilka grup zwigzkéw o wiasciwosciach redukujacych 1 zbadalismy
ich wptyw na reakcje Trindera. RozpoczglisSmy od zwigzkow z ugrupowaniem p-difenolowym,
sposrdd ktorych zakldcenia enzymatycznych testow diagnostycznych stwierdzono dla kwasu
homogentyzynowego [86,88-91], kwas gentyzynowego [62,82], dobesilanu wapnia
[101,102,114] ietamsylatu [64,99,100]. KontynuowaliSmy te badania ze zwigzkami
zawierajacymi ugrupowania p-difenolowe z bardziej rozbudowanymi strukturami, dla ktérych
zaktocen dotychczas nie stwierdzono: antybiotyku rifampicyny oraz antracyklinowych lekow

przeciwnowotworowych  mitoksantronu i doksorubicyny.  WybraliSmy takze lek
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przeciwzapalny mesalazyne, zawierajgcg ugrupowanie p-aminofenolowe. Postanowilismy
takze zwerytikowac przyczyny zaktocen powodowanych przez dopaming i dobutaming, dla
ktorych zaproponowano dwa rézne mechanizmy [78].

W czasie trwania tych badan dotarliSmy do doniesien literaturowych opisujacych
hamujacy wplyw innych zwigzkoéw o wtasciwosciach redukujacych na reakcje katalizowane
przez peroksydazy. Kwas galusowy i hispidyna zostaly opisane jako inhibitory peroksydazy
chrzanowej [115], natomiast leki przeciwtarczycowe i ich analogi selenowe — jako inhibitory
laktoperoksydazy [116]. Poniewaz wszystkie te zwigzki rowniez posiadajg silne wiasciwosci
redukujace, uznaliSmy, ze opisane mechanizmy ich dziatania sg btedne, bo moga one
redukowac rodnikowe produkty reakcji katalizowanych przez te peroksydazy, tak jak zostato

to wczesniej wykazane dla katecholi [83].
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3. Materiaty i metody
3.1. Materiaty

Peroksydaza chrzanowa (typ I, 200 U/mg), ryfampicyna (>97,0%), 4-aminoantypiryna
(99%) i sél diamonowa kwasu 2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) (ABTS,
>98%) zostaty zakupione w firmie Merck. Kwas homogentyzynowy (kwas 2,5-dihydroksy-
fenylooctowy, >97,0%), kwas gentyzynowy (kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy, >99,0%),
dobesilan  wapnia  (2,5-dihydroksybenzenosulfonian  wapnia, >98,0%), etamsylat
(2,5-dihydroksybenzenosulfonian  N,N-dietyloetyloamoniowy, >98,0%), chlorowodorek
dobutaminy ((R/S)-4-(2-[{3-(4-hydroksyfenylo)-1-metylopropylo}amino]-etylo)benzeno-1,2-
diolu, 99%), 4-(4-metoksyfenylo)butan-2-on (>99,0%), 4-n-butylofenol (>96,0%), hispidyna
(>98,0%), mitoksantron (>97,0%), doksorubicyna (>95,0%), i mesalazyna (>98,0%) zostaty
nabyte w TCI (Tokyo Chemical Industry). 3,5-Dichloro-2-hydroksybenzenosulfonian sodu
(DHBS, >99%) i kwas 3-hydroksy-2,4,6-trijodobenzoesowy (HTIB, >97%) zostaly kupione
w firmie Fluorochem. Dopamine (4-(2-aminoetylo)benzeno-1,2-diol, >99%) i 10% Pt/C
zakupiono w firmie Alfa Aesar. Metimazol (1-metylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-tion, 99%)
I 6-n-propylo-2-tiouracyl (97%) zostaly kupione w firmie Ambeed. Nadtlenek wodoru, fenol
(cz.d.a.), p-krezol (>99%), 4-tert-butylofenol (>98%), oranz ksylenolowy (wskaznik), sorbitol
(>97%), sktadniki buforéw i rozpuszczalniki nabyto w Avantor Performance Materials. Wodor
pochodzit z Linde Gaz Polska. Rozpuszczalniki deuterowane do pomiarow NMR: DMSO-ds
(99,9% D), CDClz (99,8% D) i D20 (99,8% D) zakupiono w firmie Chemat. 1-metylo-1,3-
dihydro-2H-imidazolo-2-selon, 1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-yl)diselenid i 1,3-dimetylo-
1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selon uzyskano zostaly zsyntezowane przez dr Bozeng

Frackowiak-Wojtasek.

3.2. Sprzet

Pomiary spektrofotometryczne prowadzone byly w aparatach Jasco V-630 i Jasco
V-650. Pomiary magnetycznego rezonansu jadrowego prowadzone byly w spektrometrze
Bruker Avance 400 MHz. Widma masowe wysokiej rozdzielczosci (HRMS) zostaty uzyskane
za pomocg aparatu Bruker Daltonic micrOTOF-Q 11 z jonizacja metoda elektrorozpylania (ESI)
w trybie dodatniej jonizacji. Spektrometr mas byt kalibrowany klastrami mrowczanu sodu.
Nawazki przygotowywane byly na wagach WPT 06C i AS 60/220/C/2 firmy Radwag.

Rozpuszczalniki odparowywane byly na wyparce obrotowej Laborota Digital 4010 firmy
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Heidolph chtodzonej kriostatem ALPHA RAS8 Lauda. Pomiary temperatur topnienia dokonane
zostaly aparatem DigiMelt.

3.3. Metody ogo6lne
3.3.1. Pomiary spektrofotometryczne

Widma UV-Vis w zakresie 200-800 nm rejestrowane byty natychmiast po wymieszaniu
mieszanin reakcyjnych (czas 0”) i nastepnie w 1 minutowych odstepach przez 10 minut. Widma
mieszanin przed dodaniem enzymu rdéwniez zostaly zarejestrowane (czas 0). Pomiary
absorbancji przy pojedynczych dlugosciach fali zostaly przeprowadzone w osobnych
eksperymentach. Pomiar absorbancji rozpoczynano natychmiast po wymieszaniu mieszaniny
reakcyjnej i prowadzono w sposob ciagly przez 10 minut. Wszystkie eksperymenty zostaty

powtdrzone przynajmniej trzykrotnie.

3.3.2. Zastosowane substraty reakcji Trindera

HRP zostata rozpuszczona w 50 mM buforze fosforanowym o pH 7,0 w poczatkowym
stezeniu 1 mg/ml, a nastgpnie enzym rozcienczono do odpowiedniego stgzenia W tym samym
buforze. Fenol i DHBS zostaty rozpuszczone w 50 mM buforze fosforanowym o pH 7,0
W poczatkowym stezeniu 20 mM. HTIB zostal rozpuszczony w dimetylosulfotlenku (DMSO)
W poczatkowym stezeniu 20 mM. 4-Aminoantypiryna réwniez zostata rozpuszczona w DMSO
W poczatkowym stezeniu 10 mM. Nadtlenek wodoru zostal przygotowany przez rozcienczenie
30% roztworu wyjsciowego do stezenia ok. 10 mM, a nastepnie jego stezenie zostalo doktadnie
ustalone za pomoca manganometrii. Pomiary absorbancji prowadzone byty przy maksimum
absorpcji chromoforu antypirylochinonoiminowego (505 dla reakcji z fenolem, 513 lub
512 nm dla reakcji z DHBS i 516 nm dla reakcji z HTIB).

3.3.3. Pomiary zuzycia nadtlenku wodoru metoda utlenienia zelaza(Il) w obecnos$ci oranzu

ksylenowego (metoda FOX)

Odczynnik FOX zostal przygotowany poprzez zmieszanie 25 ml 5 mM oranzu
ksylenolowego z 25 ml 2 M sorbitolu i 1 ml 5 mM siarczanu amonowo-zelazawego (roztwory
byty przygotowane w 25 mM kwasie siarkowym), nastepnie uzupeiniono mieszaning 25 mM
kwasem siarkowym do 500 ml uzyskujac mieszaning 250 uM oranzu ksylenolowego, 100 mM
sorbitolu i 100 pM siarczanu amonowo-zelazawego. Z mieszanin reakcyjnych pobierano co
minute probki o objetosci 40 ul i mieszano z 1 ml odczynnika FOX. Po 30 minutach mierzono
absorbancje przy 560 nm [117]. Stezenie nadtlenku wodoru wyznaczano na podstawie
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przygotowanej krzywej wzorcowej. Stosowano jedynie wode podwdjnie destylowang
i naczynia z polipropylenu lub naczynia szklane uprzednio umyte goracym kwasem

azotowym(V).

3.4. Reakcje z prostymi p-difenolami
3.4.1. Reakcje utlenienia p-difenoli przez peroksydaze chrzanowsa

Reakcje byly prowadzone w temperaturze pokojowej w3 ml 50 mM buforu
fosforanowego o pH 7,0 i zawieraty 1% objetosciowy DMSO. Kwas homogentyzynowy, kwas
gentyzynowy, dobesilan wapnia i etamsylat byly uzyte w stezeniu 50 albo 100 uM z 50 uM
nadtlenkiem wodoru bez HRP lub w obecnos$ci enzymu 0 stezeniu 0,4 pg/ml (0,08 U/ml) lub
2 ug/ml (0,40 U/ml). Dodatkowo, aby przyspieszy¢ utlenienie kwasu gentyzynowego,
dobesilanu wapnia i etamsylatu przeprowadzono reakcje ze 100 uM nadtlenkiem wodoru
W obecnos$ci 20 uM fenolu przy stezeniu HRP rownym 2,0 ug/ml (0,40 U/ml). Reakcje byty
inicjowane dodatkiem enzymu. Pomiary spektrofotometryczne byly prowadzone jak opisano
w podrozdziale 3.3.1, a pomiary absorbancji prowadzone byly przy maksimum absorpcji
p-chinondw (247 nm). Zuzycie nadtlenku wodoru zostalo oznaczone jak opisano

w podrozdziale 3.3.3.

3.4.2. Wptyw p-difenoli na reakcje Trindera

Reakcje byly prowadzone w temperaturze pokojowej w3 ml 50 mM buforu
fosforanowego o pH 7,0 i zawieraty 50 uM 4-aminoantypiryne, 100 uM substrat fenolowy,
50 uM H202 i HRP w ste¢zeniu 0,4 pg/ml (0,08 U/ml dla fenolu) lub 2,0 pg/ml (0,40 U/ml dla
DHBS i HTIB). p-Difenole zostaty rozpuszczone w DMSO, tak jak opisano w podrozdziale
3.3.2 uzyskujac poczatkowe stezenie 20 mM, a nastegpnie zostaly rozcienczone do 16, 12, 8
i4mM wDMSO. Koncowe stezenie DMSO w mieszaninach reakcyjnych wynosito
odpowiednio 1% objetosciowy w reakcjach z fenolem i DHBS oraz 1,5% objetosciowego
w reakcjach z HTIB. Badane zwigzki byly stosowane w stezeniach 20, 40, 60 lub 80 uM.
W przypadku  dobesilanu  wapnia podane st¢zenie odnosi si¢ do  stezenia
2,5-dihydroksybenzenosulfonianu obecnego w tej soli, co pozwala na poréwnanie wynikéw
z wynikami dla pozostatych p-difenoli. Pomiary spektrofotometryczne byty prowadzone jak
opisano w podrozdziale 3.3.1, a pomiary absorbancji prowadzone byty przy maksimum
absorpcji chromoforéw Trindera oraz osobno przy maksimum absorpcji p-chinonéw (247 nm).

Zuzycie nadtlenku wodoru zostato oznaczone jak opisano w podrozdziale 3.3.3.
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3.4.3. Otrzymywanie produktu utlenienia kwasu homogentyzynowego (kwasu cykloheksa-2,5-

dieno-1,4-dionooctowego, kwasu p-benzochinonooctowego, BQA)

Kwas homogentyzynowy (33,6 mg, 0,20 mmola, 20 mM) byt inkubowany przez
10 minut z H202 (24 mM, 1,2 réwnowaznika) i 40 pg/ml (8 U/ml) peroksydazy chrzanowe;j
w10 ml 100 mM buforu fosforanowego o pH 7,0. Po tym czasiec mieszanina zostala
zakwaszona st¢zonym HCI do uzyskania pH 2,0, a nast¢pnie zostata trzykrotnie poddana
ekstrakcji porcjami dichlorometanu (DCM) o objetosci 20 ml. Potaczone fazy organiczne
zostaly osuszone Siarczanem sodu i po przesgczeniu rozpuszczalnik zostal odparowany na
wyparce obrotowej. Uzyskano jasnozoity produkt, ktory powoli ciemnial po usunigciu
rozpuszczalnika. Widmo *H NMR wskazywato na obecnoéé zanieczyszczenia objawiajacego
si¢ sygnatem przy 1,2 ppm. Produkt dodatkowo oczyszczono na kolumnie silikazelowej
(0,5 g), stosujac jako eluent eter dietylowy. Frakcje zawierajacg produkt zebrano i odparowano
rozpuszczalnik na wyparce obrotowej. Widma *H NMR i 3C NMR zostaly zarejestrowane
w CDCls. Otrzymany produkt postuzyt do sprawdzenia wptywu tego zwigzku na reakcje
Trindera zawierajaca 4-aminoantypiryne i fenol, tak jak opisano to w podrozdziale 3.4.2.
Wydajnosé: 45% (15,1 mg); *H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7,27 (s, 1H); 6,84 (d, 1H,
J=10,1Hz), 6,79 (dd,1H, J = 10,1 Hz, 2,3 Hz), 6,75 (dt, 1H, J = 2,3 Hz, 1,1 Hz); 3,52 (d, 2H,
J=1,1Hz); ¥C NMR (100,62 MHz, CDCls) &: 186,59, 185,74, 173,97, 140,73, 136,36,
136,04, 134,79, 34,13. Widma *H NMR i 3C NMR znajduja sie w dodatku (Rysunki D1 i D2).

3.5. Reakcje z mesalazyng, ryfampicyna, mitoksantronem i doksorubicyng
3.5.1. Reakcje utlenienia mesalazyny, ryfampicyny, mitoksantronu i doksorubicyny przez
peroksydaze chrzanowa
Reakcje byly prowadzone w temperaturze pokojowej w3 ml 50 mM buforze
fosforanowym o pH 7,0 i zawieraly 2% objetosciowe DMSO. Mesalazyna, ryfampicyna
I mitoksantron byly uzyte w stezeniu 40 uM, a doksorubicyna byta uzyta w st¢zeniu 50 uM
z50 uM nadtlenkiem wodoru bez HRP lub w obecnosci enzymu 0 stezeniu 0,5 pg/ml
(0,2 U/ml). Dodatkowo aby przyspieszy¢ utlenienie doksorubicyny przeprowadzono reakcje
w obecnosci 100 uM  fenolu, analogicznie jak opisano dla kwasu gentyzynowego
w podrozdziale 3.4.1. Reakcje byly inicjowane dodatkiem enzymu. Pomiary

spektrofotometryczne byly prowadzone jak opisano w podrozdziale 3.3.1.
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3.5.2. Wptyw mesalazyny, ryfampicyny, mitoksantronu i doksorubicyny na reakcje Trindera

Reakcje byly prowadzone w temperaturze pokojowej w3 ml 50 mM buforu
fosforanowego o pH 7,0 i zawieraty 50 uM 4-aminoantypiryne, 100 uM fenolu lub DHBS
(dodatkowe pomiary dla mesalazyny i ryfampicyny), 50 uM H202 i HRP w st¢zeniu 0,5 pg/ml
(0,2 U/ml) lub 3,0 pg/ml (0,60 U/ml dla DHBS). Zwiazki zostaty rozpuszczone w DMSO
uzyskujac poczatkowe stezenie 4 mM, a nastgpnie zostaly rozcienczone do 3, 2 i1 mM
w DMSO. Koncowe stgzenie DMSO w mieszaninach reakcyjnych wynosito 2% obj¢tosciowe.
Badane zwigzki byly stosowane w stezeniach 20, 40, 60 i80uM. Pomiary
spektrofotometryczne byly prowadzone jak opisano w podrozdziale 3.3.1, apomiary

absorbancji prowadzone byly przy maksimum absorpcji chromoforéw reakcji Trindera.

3.6. Reakcje z dopaming, dobutaming i jej metylowang pochodnag

3.6.1. Synteza metylowanego analogu dobutaminy ((R/S)-4-(2-{[4-(4-metoksyfenylo)butan-2-

yloJamino}etylo)benzeno-1,2-diolu)

503,4 mg Dopaminy (2,65 mmol), 562 ul 4-(4-metylofenylo)but-2-onu (3,18 mmol,
1,20 réwnowaznika), 7,84 mg 10% Pt/C, 13,8 ul 50% NaOH w wodzie demineralizowanej
1 10 ml metanolu zmieszano w kolbie okraglodennej pod atmosferg azotu. Nastgpnie
zastgpiono atmosferg azotu wodorem. Mieszanina reakcyjna byla mieszana na mieszadle
magnetycznym przez 24 godziny i przebieg reakcji zostal zatrzymany poprzez dodanie 24 pl
36% kwasu solnego. Atmosfera wodoru zostata zastgpiona argonem. Mieszaning poreakcyjng
przepuszczono przez warstwe Celitu 545 stosujagc do przemycia zakwaszony metanol.
Rozpuszczalnik zostal odparowany na wyparce prozniowej. Uzyskano 399,6 mg czystego
produktu.
Wydajno$é: 43%; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 8,99 (m, 4H), 7,19 (d, J = 8,0 Hz, 2H).
6,89 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 6,72 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,68 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 6,53 (dd, J = 8,0,
2,1 Hz, 2H), 3,75 (s, 3H), 3,15 (m, 1H), 3,04 (m, 2H), 2,82 (m, 2H), 2,69 (m, 1H), 2,09 (m,
1H), 2,54 (m, 1H, nachodzi na sygnat DMSO, w przypadku dobutaminy sygnat ten pojawia si¢
przy 2,44 ppm i jest wyraznie widoczny), 2,09 (m, 1H), 1,76 (m, 1H), 1,32 (d, J = 6,5 Hz, 3H).
13C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds) &: 157,60, 145,34, 144,10, 132,68, 129,25, 127,93, 119,24,
116,10, 115,74, 113,84, 55,01, 52,86, 45,32, 34,20, 31,20, 29,94, 15,52. Widma 'H NMR
i C NMR znajduja sie w dodatku (Rysunki D3 i D4).
HRMS (+ESI): m/z wyliczone dla C19H26NOs [M+H]" 316,1907, m/z zmierzone 316,1928.
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3.6.2. Reakcje utlenienia dopaminy, dobutaminy ijej metylowanej pochodnej przez

peroksydaz¢ chrzanowg

Reakcje byly prowadzone w temperaturze pokojowej w 3 ml 50 mM buforu
fosforanowego o pH 7,0. Dopamina, dobutamina i metylowana pochodna dobutaminy byty
uzyte w stgzeniu 100 uM z 200 uM nadtlenkiem wodoru, w obecnosci 0,5 pg/ml (0,1 U/ml)
HRP. W celu sprawdzenia wptywu fenolu dopaminy, dobutaminy i jej metylowanej pochodnej
reakcje utlenienia przeprowadzono w obecnosci 100 uM fenolu. Reakcje byly inicjowane
dodatkiem enzymu. Pomiary spektrofotometryczne byly prowadzone jak opisano
w podrozdziale 3.3.1, a pomiary absorbancji prowadzone byly przy maksimum absorpcji
dopaminochromu (475 nm dla dopaminy) i chromoforu typu adrenochromu (485 nm dla
dobutaminy i jej metylowanego analogu). Zuzycie nadtlenku wodoru zostato oznaczone jak

opisano w podrozdziale 3.3.3.

3.6.3. Wyznaczenie molowych wspotczynnikow absorpcji

W celu wyznaczenia molowych wspotczynnikow absorpcji produktow utlenienia
badanych katecholamin przeprowadzono reakcje ich utlenienia nadjodanem sodu. Reakcje
byty prowadzone w temperaturze pokojowej w 3 ml 50 mM buforu fosforanowego o pH 7,0.
Nadjodan sodu zostat rozpuszczony w wodzie demineralizowanej, natomiast dopamina,
dobutamina i jego metylowany analog byty rozpuszczone w 1 mM kwasie fosforowym(V), aby
zapobiec autoutlenieniu ich grup katecholowych. Zwiazki katecholowe w stezeniach 20, 40,
60, 80 i 100 uM zostaly wymieszane z trzema rownowaznikami nadjodanu sodu (nadmiar
jednego rownowaznika). Reakcje monitorowano przy 475 nm dla dopaminy i 485 nm dla
dobutaminy i jej metylowanego analogu przez 2 minuty. Z maksymalnych wartoSci
absorbancji uzyskanych wtym czasie wykre§lono zalezno$¢ absorbancji od stezenia
substratow, na podstawie ktorej wyznaczono z rownania linii prostej wspotczynniki absorpcji
produktdw reakcji. Molowe  wspotczynniki  absorpcji  wynioslty  odpowiednio:
3546 (+ 56) Mt x cm™ dla dopaminochromu, 4487 (+ 21) M! x cm™ dla adrenochromu
uzyskanego z dobutaminy i 4227 (+ 33)M?! x cm? dla adrenochrome uzyskanego
z metylowanego analogu dobutaminy. Do obliczen parametrow kinetycznych uzyto
nastepujacych wartosci molowych wspotczynnikow absorpcji odpowiednio: 3500 M x cm™
dla dopaminy, 4500 M? x cm? dla dobutaminy i4200 M? x cm? dla metylowanej

pochodnej dobutaminy.
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3.6.4. Wyznaczenie parametréw Kkinetycznych utlenienia dopaminy, dobutaminy i jej

metylowanego analogu przez peroksydaze chrzanowa

Reakcje byly prowadzone w 50 mM buforze fosforanowym o pH 7,0 ktéry zostat
uprzednio odtleniony poprzez przedmuchanie azotem trwajace godzing. Ponownemu
natlenieniu zapobiezono przechowujac bufor pod atmosferg argonu. Peroksydaza chrzanowa
zostala rozpuszczona w odtlenionym buforze w poczatkowym stezeniu 14,6 uM, a nastepnie
rozcienczona do 100 i 50 nM w tym samym buforze. Stezenie peroksydazy chrzanowej byto
oznaczone  spektrofotometrycznie  stosujac  wspotczynnik  absorbcji wynoszacy
102 000 Mt x cm™ [118]. Badane zwigzki byty rozpuszczone bezposrednio przed pomiarami
w odtlenionym buforze w stezeniach 10 mM w przypadku dopaminy i 6 mM w przypadku

dobutaminy i jej metylowanego analogu.

Reakcje byly prowadzone w 25 °C w 3 ml odtlenionego buforu zawierajacego 200 pM
H202 i 2 nM (w przypadku reakcji z dopaming) lub 1 nM (w przypadku reakcji z dobutaming
i jej metylowanym analogiem) HPR. Dopamina byta uzyta w stezeniach 2, 3,4, 5,6, 71 8 mM,
natomiast dobutamina i jej metylowana pochodna byly uzyte w stezeniach 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4
i 5 mM. Absorbancja byta mierzona przy dtugosci fali odpowiadajacej maksimum absorpcji
danego aminochromu przez okres 5 minut. Szybkos¢ poczatkowa (Vo) zostata wyznaczona
z pierwszych 60 s pomiaréw uzywajgc wyznaczonych molowych wspotczynnikow absorpcji
(podrozdziat 3.6.2). Predko$¢ maksymalna (Vmax) I stata Michaelisa (Km) zostaty wyznaczone

z wykreséw Hanesa-Woolfa.

3.6.5. Wptyw dopaminy, dobutaminy i jej metylowanej pochodnej na reakcje Trindera
Reakcje byly prowadzone w temperaturze pokojowej w 3 ml 50 mM buforu
fosforanowego o pH 7,0 izawieraly 50 uM 4-aminoantypiryne, 100 uM fenol, 50 uM
nadtlenek wodoru i 0,5 pg/ml (0,1 U/ml) HRP. Badane zwiazki byly stosowane w stezeniach
20, 40, 60 Iub 80 uM. Reakcje byty inicjowane dodatkiem enzymu. Pomiary spektrofoto-
metryczne byly prowadzone jak opisano w podrozdziale 3.3.1, a pomiary absorbancji
prowadzone byly przy maksimum absorpcji dopaminochromu (475 nm dla dopaminy)
i chromoforu typu adrenochromu (485 nm dla dobutaminy i jej metylowanego analogu).

Zuzycie nadtlenku wodoru zostato oznaczone jak opisano w podrozdziale 3.3.3.
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3.6.6. Dokowanie molekularne dopaminy, dobutaminy i jej metylowanego analogu do centrum

aktywnego peroksydazy chrzanowej

Struktury ligandéw zostaty przygotowane za pomoca serwisu CACTUS stosujac zapis
SMILES  (https://cactus.nci.nih.gov/translate/). =~ Dokowanie = molekularne  zostato
przeprowadzone z wykorzystaniem programu AutoDock v.4.2 [119], stosujac protokot
dokowania z uwzglednieniem czasteczek wody [120]. Jako model HRP uzyto strukture
krystaliczng peroksydazy chrzanowej C1A zwigzek I (PDB: 1HCH) [29]. Brakujgce protony
i fadunki zostaly dodane za pomocg AutoDockTools v.1.5.6 [121], stosujgc standardowe
ustawienia. tadunki zelaza hemowego izwigzanego znim atomu tlenu zostaty
zmodyfikowane [122], tak aby lepiej odwzorowa¢ strukturg¢ zwigzku I. W parametrach
dokowania centrum siatki zostato ustawione na 2,708, 2,868, 5,332, a jej rozmiar zostat
ustawiony na 50x50x50 punktéw przy odstepie ustawionym na 0,375 A. Dokowanie byto
przeprowadzone z wykorzystaniem genetycznego algorytmu Lamarka (Lakmarkian Genetic
Algorithm, LGA) uzyskujac 200 konformacji dla kazdego zwigzku. Podobne pozycje ligandow
w centrum katalitycznym zostaty podzielone na klastry. Model stosowany w tym dokowaniu
molekularnym zostat sprawdzony poprzez odtworzenie pozycji kwasu benzhydroksamowego
ze struktury krystalicznej [PDB: 2ATJ] [30], w ktorym uzyskano energi¢
wigzania -7,95 kcal/mol i wartos¢ RMSD 0,6286 A. Rysunki zostaly przygotowane
w programie PyMOL v.4.0.

3.7. Reakcje z kwasem galusowym, kwasem kawowym i hispidyna
3.7.1. Reakcje utlenienia kwasu galusowego, kwasu kawowego i hispidyny przez peroksydaze
chrzanowa

Reakcje byly prowadzone w temperaturze pokojowej w 3 ml 50 mM buforu
fosforanowego o pH 7,0 zawierajacego 1% objetosciowy etanolu. HRP oraz nadtlenek wodoru
zostaly przygotowane jak opisano w podrozdziale 3.3.2. Kwas galusowy, kwas kawowy
i hispidyna zostaly rozpuszczone w 96% etanolu w poczatkowym stezeniu 5 mM. Stezenie
badanych zwigzkéw w mieszaninie reakcyjnej wynosito 50 uM, stezenie nadtlenku wodoru
wynosito 50 uM a stezenie HRP wynosito 3,0 pg/ml (0,60 U/ml, dla wszystkich zwigzkow)
lub 50 ng/ml (10 mU/ml, dodatkowo dla reakcji z kwasem kawowym) lub 30 ng/ml
(6,0 mU/ml, dodatkowo dla reakcji z hispidyng). Reakcje byly inicjowane dodatkiem enzymu.
Pomiary spektrofotometryczne byly prowadzone jak opisano w podrozdziale 3.3.1. Zuzycie

nadtlenku wodoru zostato oznaczone jak opisano w podrozdziale 3.3.3.
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3.7.2. Wpltyw kwasu galusowego, kwasu kawowego i hispidyny na reakcje utlenienia
4-aminoanypiryny i 3,5-dichloro-2-hydroksybenzenosulfonianu sodu przez

peroksydaze chrzanowa

Reakcje byly prowadzone w temperaturze pokojowej w 3 ml 50 mM buforu
fosforanowego o pH 7,0 zawierajacego 1% objetosciowy etanolu. HRP oraz nadtlenek wodoru
zostaly przygotowane jak opisano w podrozdziale 3.3.2. Kwas galusowy, kwas kawowy
i hispidyna zostaly przygotowane jak opisano w podrozdziale 3.7.1. 4-Aminoantypiryna
i DHBS zostaty rozpuszczone w 50 mM buforze fosforanowym o pH 7,0 w poczatkowym
stezeniu odpowiednio 5 i 10 mM. Mieszanina reakcyjna zawierata 50 pM 4-aminoantypiryne,
100 uM DHBS, 50 uM nadtlenek wodoru i 3.0 pg/ml HRP (0,6 U/ml). Badane zwiazki byty
stosowane w stezeniach 20, 40, 60 lub 80 uM. Pomiary spektrofotometryczne byty prowadzone
tak jak opisano w podrozdziale 3.3.1, a pomiary absorbancji prowadzone byty przy maksimum
absorpcji chromoforu reakcji Trindera (512 nm). Zuzycie nadtlenku wodoru zostato oznaczone

tak jak opisano w podrozdziale 3.3.3.

3.7.3. Utlenienie kwasu galusowego, kwasu kawowego i hispidyny z 4-aminoanypiryng lub

3,5-dichloro-2-hydroksybenzenosulfonianem sodu

Reakcje byly prowadzone w temperaturze pokojowej w 3 ml 50 mM buforu
fosforanowego o pH 7,0 zawierajacego 1% objetosciowy etanolu. Odczynniki przygotowano
jak opisano uprzednio. Mieszanina reakcyjna zawierata badany zwiazek o stezeniu 50 puM,
50 uM nadtlenek wodoru, 3,0 pg/ml HRP (0,60 U/ml) i 50 uM 4-aminoantypiryne lub 100 uM
DHBS. Reakcje byty inicjowane dodatkiem enzymu. Pomiary spektrofotometryczne byly
prowadzone jak opisano w podrozdziale 3.3.1. Zuzycie nadtlenku wodoru zostato oznaczone
jak opisano w podrozdziale 3.3.3.

Reakcje te byly powtorzone stosujac nadjodan sodu jako czynnik utleniajacy, ktorego
roztwor zostal przygotowany w wodzie demineralizowanej w poczatkowym stezeniu 5 mM.
Badane zwigzki byly utleniane przez 1 rownowaznik nadjodanu sodu, a 4-aminoantypiryna
i/lub DHBS byly dodawane przed lub po dodaniu nadjodanu sodu w réznych odstgpach czasu
(1-3 minuty). Pomiary spektrofotometryczne byly prowadzone jak opisano w podrozdziale
3.3.1. Gdy nie obserwowano zmian widm, dodawano kolejny rownowaznik nadjodanu sodu

I pomiary kontynuowano.
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3.8. Reakcje z metimazolem i jego analogami selenowymi
3.8.1. Reakcje z kationorodnikiem ABTS wygenerowanym chemicznie

ABTS inadsiarczan potasu rozpuszczono w wodzie dejonizowanej W stezeniu
odpowiednio 7 mM i 20 mM. Roztwory te wymieszano i rozcienczono uzyskujac mieszaning
5 mM ABTS i 25 mM K3S;0s. T¢ mieszaning trzymano w ciemnosci w temperaturze
pokojowej przez 12-16 godzin. Badane zwigzki rozpuszczono w wodzie dejonizowanej
w stezeniu 500 uM. Nastepnie zmieszano je w roznych stezeniach z roztworem ABTS™ w 3 ml
50 mM buforu fosforanowym o pH 7,0. ABTS"" zastosowano w stezeniu dajagcym absorbancje
poczatkowa rowng 0,8 (ok. 25 uM), a badane zwigzki stosowano w stezeniach: 2,5, 51 10 uM.

Absorbancje przy 415 nm mierzono przez 10 minut.

3.8.2. Pomiary NMR reakcji utlenienia mieszanin ABTS i 1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-

yl)diselenid przez peroksydazg chrzanowa

Granica rozpuszczalno$ci ABTS™™ w wodzie lub buforze wynosi okoto 7 mM.
W wysokich stezeniach ma réwniez szkodliwy wplyw na jako$¢ widm NMR. Dlatego
wytworzono go in situ w znacznie nizszych st¢zeniach przez utlenianie 100 uM ABTS
nadtlenkiem wodoru i 100 pg/ml (20 U/ml) HRP w 100 mM buforze fosforanowym o pH 7,0
(bufor przygotowano w H-O, zmierzono pH, probke zliofilizowano i rozpuszczono w D20).
Zwiazek zastosowano w stezeniu 5 mM z 10, 15 i 25 mM H202. W tych warunkach sygnaty
ABTS réwniez nie przestaniaty widm. Przeprowadzono takze reakcje w D20 (bez buforu) ze
100 uM ABTS, 100 pg/ml (20 U/ml) HRP i 10, 15 i 25 mM H20.. Przeanalizowano réwniez
reakcje badanego zwigzku z samym H>O> w stezeniu 15 mM. Reakcje inicjowano dodatkiem
H202, a probéwke umieszczano natychmiast w spektrometrze NMR i rejestrowano widma co
10 min przez 1 h, a nastgpnie po 2 i22-24 h w temperaturze 20 °C. W przypadku reakcji z 5 mM
DTT zwigzek inkubowano z 15 mM H20, 100 uM ABTS i 100 pg/ml (20 U/ml) HRP przez
10, 30, 60, 90 lub 120 min, nastgpnie dodano DTT w celu uzyskania koncowego stezenie
25 mM 1 widma rejestrowano natychmiast (w ciggu 5 minut). Przesunigcia chemiczne podano

W odniesieniu do sygnatu H>O (4,79 ppm).
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3.8.3. Wptyw 6-n-propylo-2-tiouracylu, metimazolu i jego selenowych analogdéw na reakcje

Trindera

Reakcje byly prowadzone w temperaturze pokojowej w3 ml 50 mM buforu
fosforanowego o pH 7,0 i zawieraty 50 uM 4-aminoantypiryne, 100 uM fenol, 50 uM H20-
I HRP w stezeniu 0,5 pg/ml (0,1 U/ml). Zwiazki zostaly rozpuszczone w DMSO uzyskujac
poczatkowe st¢zenie 8 MM, a nastepnie zostaly rozcienczone do 6, 4, 2 i 1 mM w DMSO.
Koncowe stgzenie DMSO w mieszaninach reakcyjnych wynosito 1% objgtosciowy. Badane
zwigzki byly stosowane w stezeniach 20, 40, 60 i 80 uM. Pomiary spektrofotometryczne byty
prowadzone jak opisano w podrozdziale 3.3.1, a pomiary absorbancji prowadzone byly przy

maksimum absorpcji chromoforu reakcji Trindera.
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4. Wyniki
4.1. Reakcje z prostymi p-difenolami

Wszystkie badane p-difenole hamowaly powstawanie chromoforu antypirylo-
chinonoiminowego w uktadzie 4-aminoantypiryna/fenol, tak jak zostalo to poprzednio
stwierdzone w komercyjnych testach diagnostycznych [86,88,90,91,99-102,114,123]. Jednak
wplyw kwasu homogentyzynowego byt inny niz pozostatych zwigzkow. W obecno$ci tego
zwigzku w poczatkowym etapie reakcji nie byto przyrostu absorbancji przy 505 nm. Jednak po
czasie proporcjonalnym do stgzenia kwasu homogentyzynowego przyrost absorbancji
nastgpowat z szybkoS$cig porownywalng do reakcji kontrolnej (Rysunek 21A). Natomiast kwas
gentyzynowy, dobesilan wapnia i etamsylat nie hamowaty catkowicie przyrostow absorbancji,
a jedynie zmniejszaty te przyrosty w stopniu proporcjonalnym do ich stgzenia (Rysunek

21B-D). W widmach zarejestrowanych dla reakcji w obecnosci badanych p-difenoli w st¢zeniu
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Rysunek 21. Wptyw badanych p-difenoli na formowanie si¢ chromoforu reakcji Trindera
sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i fenolu. Mieszaniny reakcyjne sktadaty si¢ z 50 uM
4-aminoantypiryny, 100 uM fenolu, 50 uM H20: i 0,4 pg/ml HRP bez badanych zwigzkow
(0 uM) 1ub z kwasem homogentyzynowym (A), kwasem gentyzynowym (B), dobesilanem
wapnia (C) albo etamsylatem (D) o stezeniu podanym przy kazdej krzywe;j.
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80 uM (Rysunek 22) zaobserwowano, ze Mniejszym przyrostom absorbancji w pasmie
absorpcji chromoforu antypirylochinonoiminowego (505 nm) lub ich braku dla kwasu
homogentyzynowego towarzyszyl wzrost absorbancji w regionie charakterystycznym dla
p-chinondéw (maksimum przy 247 nm) [124,125]. Pomiary punktowe zmian absorbancji przy
tej dlugosci fali (Rysunek 23) pozwolilty stwierdzi¢, ze dla reakcji zkwasem
homogentyzynowym okres powstawania jego p-chinonu byl prawie identyczny z okresem
braku tworzenia chromoforu reakcji Trindera (Rysunek 21A). Dla reakcji w obecnosci
pozostatych p-difenoli takich zaleznosci nie stwierdzono. Poréwnanie zmian absorbancji przy
505 nm 247 nm dla reakcji w obecnosci kwasu gentyzynowego, dobesilanu wapnia
i etamsylatu pozwolito stwierdzi¢, ze w reakcjach z tymi p-difenolami tworzenie p-chinonéw
I antypirylochinonoiminy odbywa si¢ jednoczesnie do momentu wyczerpania nadtlenku

wodoru. To odmienne dziatanie mozna wyjasni¢ wtasciwosciami elektrochemicznymi tych
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Rysunek 22. Wptyw badanych p-difenoli na tworzenie si¢ chromoforu reakcji Trindera
sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i fenolu. Mieszaniny reakcyjne sktadaly si¢ z 50 uM
4-aminoantypiryny, 100 uM fenolu, 50 uM H202 i 0,4 ng/ml HRP bez badanych zwiazkow (A)
lub w obecnosci 80 uM kwasu homogentyzynowego (B), 80 uM kwasu gentyzynowego (C)
lub 80 uM dobesilanu wapnia (D). Widma mieszanin reakcyjnych zarejestrowano przed
dodaniem enzymu (0), od razu po dodaniu enzymu (0’) i po 2, 4, 6, 8 i 10 minutach. Na
wykresach C i D wstawiono powigkszony fragment pasma absorpcji antypirylochinonoiminy.
Widma mieszaniny reakcyjnej zawierajacej etamsylat byly niemal identyczne z tymi
uzyskanymi dla reakcji z dobesilanem wapnia.
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zwigzkéw. Wykazano ze jedno- i dwuelektronowy potencjatl redukcyjny p-difenoli zalezy
silnie od wplywu podstawnikowego wyrazonego stalg Hammetta [126]. Podstawniki
elektrodonorowe, takie jak grupa alkilowa czy alkoksylowa, obnizaja potencjat redukcyjny,
natomiast podstawniki elektroakceptorowe, takie jak grupa karboksylowa czy sulfonowa,
podwyzszaja potencjal redukcyjny. Dwuelektronowe potencjaty redukcyjne dla badanych
p-difenoli  zostaly juz wyznaczone eksperymentalnie iwynosza: dla  kwasu
homogentyzynowego 0,636 V [127], dla kwasu gentyzynowego 0,769 V [128], a dla kwasu
2,5-dihydroksybenzenosulfonowego 0,787 V [128]. Roznice te odzwierciedlaja podatnos¢ tych
zwigzkoéw na utlenienie | wzgledng szybko$¢ ich utlenienia przez utleniacze. Dla sprawdzenia
tej zaleznosci utleniono badane zwiazki za pomoca HRP, a uzyskane wyniki sg zgodne
z doniesieniami literaturowymi [45,129]. Widma dla reakc;ji utlenienia p-difenoli przez HRP
0 dwoch stezeniach i zmiany absorbancji przy 247 nm w czasie tych reakcji przedstawione
zostaly na rysunkach 24, 25 1 26. Spo$rod tych zwiazkow jedynie kwas homogentyzynowy jest

utleniany szybko, natomiast pozostate znaczenie wolnie;.
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Rysunek 23. Zmiany absorbancji przy maksimum absorbcji p-chinonéw (247 nm) w uktadzie
reakcji Trindera sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i fenolu. Mieszaniny reakcyjne sktadaty
si¢ z 50 uM 4 aminoantypiryny, 100 uM fenolu, 50 uM H20> i 0,4 pg/ml HRP bez badanych
zwigzkéw (0 uM) lub z kwasem homogentyzynowym (A), kwasem gentyzynowym (B),
dobesilanem wapnia (C) albo etamsylatem (D) o stgzeniach podanym przy kazdej krzywej.
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Rysunek 24. Utlenienie badanych p-difenoli przez peroksydaze chrzanowa. Mieszaniny
reakcyjne zawieralty 50 uM H202 i 0,4 ng/ml HRP oraz 100 uM kwas homogentyzynowy (A),
100 uM kwas gentyzynowy (B), 100 uM dobesilan wapnia (C) lub 100 uM etamsylat (D).
Widma mieszanin reakcyjnych byly zarejestrowane przed dodaniem enzymu (0), od razu po
dodaniu enzymu (0’) i po 2, 4, 6, 8 i 10 minutach.

Wyniki te wskazuja na to, ze mechanizm wplywu kwasu homogentyzynowego na
reakcje Trindera roézni si¢ od mechanizmu dziatania pozostatych p-difenoli. Kwas
homogentyzynowy dziata jako konkurencyjny substrat HRP, natomiast utlenienie pozostatych
badanych zwigzkow przez enzym jest znikome. Dlatego ich dziatanie wynika prawie wytacznie
z redukcji rodnika fenoksylowego/antypirylowego, jak wykazano to poprzednio dla katecholi
[83]. Mechanizmy te podsumowano na rysunku 27. Aby wykluczyé, ze zwigzki te sa
inhibitorami HRP, sprawdzono zuzycie nadtlenku wodoru w trakcie tych reakcji. Wyniki tych
pomiarow przedstawiono na rysunku 28. Kwas homogentyzynowy nieznacznie zwigkszat
szybko$¢ zuzycia nadtlenku wodoru, natomiast pozostate p-difenole nie wplywaty na szybkos¢
zuzycia utleniacza. Szybkosci reakcji wyznaczone z tych pomiaréw znajdujg sie w dodatku
w Tabeli D1. Wyniki te jasno pokazuja, ze zwigzki te nie wpltywajg na szybkos¢ formowania

si¢ chromoforu reakcji Trindera poprzez inhibicj¢ HRP.
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Rysunek 25. Utlenienie badanych p-difenoli przez peroksydaze chrzanowa. Mieszaniny
reakcyjne zawieraty 50 uM H20:z i 2,0 pg/ml HRP oraz 100 uM kwas homogentyzynowy (A),
100 uM kwas gentyzynowy (B), 100 uM dobesilan wapnia (C) albo 100 uM etamsylat (D).
Widma mieszanin reakcyjnych byty zarejestrowane przed dodaniem enzymu (0), od razu po

dodaniu enzymu (0’) i po 2, 4, 6, 8 i 10 minutach.
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Rysunek 26. Utlenienie badanych p-difenoli przez peroksydaze chrzanowa. Mieszaniny
reakcyjne zawieraty 50 uM H202 i HRP 0 stezeniu podanym przy kazdej krzywej oraz 100 uM
kwas homogentyzynowy (A), 100 uM kwas gentyzynowy (B), 100 uM dobesilan wapnia (C)
lub 100 uM etamsylat (D). Absorbancja przy 247 nm mierzona przez 10 minut.
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Rysunek 27. Mechanizmy zaktocen reakcji Trindera powodowanych przez p-difenole.
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Rysunek 28. Wptyw badanych p-difenoli na zuzycie nadtlenku wodoru w uktadzie reakcji
Trindera skladajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i fenolu. Mieszaniny reakcyjne sktadaly si¢
z 50 uM 4-aminoantypiryny, 100 uM fenolu, 50 uM H:0 i 0,4 pg/ml HRP bez badanych
zwigzkow (m), z kwasem homogentyzynowym (A), kwasem gentyzynowym (B), dobesilanem
wapnia (C) lub etamsylatem (D) o stezeniu 20 uM (%), 40 uM (A) lub 80 uM (e).

Jak wspomniano w rozdziale 1.2.7, w reakcjach Trindera stosuje si¢ rézne pochodne
fenolu, m. in. kwas 3-hydroksy-2,4,6-trijodobenzoesowy (HTIB) [64] i kwas 3,5-dichloro-
2-hydroksybenzenosulfonowy (DHBS) [62]. Oba te zwiazki zawierajg podstawniki elektrono-
akceptorowe, wplywajace znacznie na wihasciwosci elektrochemiczne fenolu. Dlatego tez
sprawdzono wptyw p-difenoli na reakcje z udziatem tych substratow. Poniewaz zwigzki te sg
wolniej utleniane przez HRP anizeli fenol, wtych reakcjach uzyto enzymu w stezeniu
pigciokrotnie wigkszym, aby zachowac¢ ten sam czas reakcji (zakonczenie reakcji kontrolnych
w czasie 10 minut). Widma dla reakcji 4-aminoantypiryny i DHBS (A, Ci E) lub HTIB (B, D
i F) wobecnosci kwasu homogentyzynowego (C 1E) lub dobesilanu wapnia (D iF)
przedstawione sg na rysunku 29. Obecno$¢ kwasu homogentyzynowego powoduje brak
przyrostow absorbancji w pasmie chromoforu antypirylochinonoiminowego w przypadku obu
substratow. Dobesilan wapnia natomiast zmniejsza jedynie przyrosty absorbancji w tym

zakresie. W widmach mieszanin reakcyjnych z p-difenolami i DHBS jako substratem
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Rysunek 29. Wptyw badanych p-difenoli na powstawanie chromoforu reakcji Trindera
sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i DHBS (A, C, E) lub HTIB (B, D, F). Mieszaniny
reakcyjne zawieralty 50 pM 4-aminoantypiryng, 100 yM DHBS Iub HTIB, 50 uM H:02
i 2,0 ug/ml HRP bez badanych zwigzkow (A, B), 80 uM kwas homogentyzynowy (C, D) albo
80 uM dobesilan wapnia (E, F). Widma mieszanin reakcyjnych byly zarejestrowane przed
dodaniem enzymu (0), od razu po dodaniu enzymu (0”) i po 2, 4, 6, 8 i 10 minutach.

zauwazalne sg przyrosty absorbancji w zakresie p-chinonow (maksimum absorpcji przy
247 nm). Sg one niewidoczne w reakcjach z HTIB z powodu wysokiej absorbancji tego
substratu w tym zakresie. Zmiany absorbancji przy 513 nm dla uktadu 4-aminoantypiryny
z DHBS i przy 516 nm dla uktadu 4-aminoantypiryny z HTIB (te dtugosci fali odpowiadaja

maksimom absorpcji powstajacych chromoforow) w czasie reakcji w obecnosci wybranych
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Rysunek 30. Wptyw badanych p-difenoli na formowanie si¢ chromoforu reakcji Trindera
sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i DHBS (A, C) lub HTIB (B, D). Mieszaniny reakcyjne
sktadaty si¢ z 50 uM 4-aminoantypiryny, 100 uM DHBS lub HTIB, 50 uM H202 i 2,0 pg/ml
HRP bez badanych zwigzkow (0 uM), zkwasem homogentyzynowym (A, B) albo
dobesilanem wapnia (C, D) o st¢zeniu podanym przy kazdej krzywej.

p-difenoli przedstawione sg na rysunku 30. Dla kwasu homogentyzynowego obserwuje si¢
podobny, ale silniejszy, wptyw jak w uktadzie z fenolem (Rysunek 21). Rowniez wystepuje
brak przyrostdw absorbancji przy maksimum absorpcji chromoforow antypirylochinono-
iminowych, jednak okres ten jest znacznie krotszy i nie jest proporcjonalny do stezenia kwasu
homogentyzynowego. Wptyw dobesilanu wapnia nie rézni si¢ od jego wplywu na uktad
zawierajacy fenol. Pomiary absorbancji p-chinonéw byly mozliwe jedynie w uktadzie
zawierajacym DHBS. Zmiany absorbancji przy 247 nm dla uktadu z DHBS przedstawione sa
na Rysunku 31. Szybkosci przyrostow absorbancji dla reakcji z kwasem homogentyzynowym
sg W przyblizeniu proporcjonalne do jego stezenia, co $wiadczy o0 tym, ze zwigzek ten jest
glownym substratem w tym uktadzie. Zaleznos¢ ta nie jest widoczna w przypadku reakcji
z dobesilanem wapnia, a wigc | w tym uktadzie utlenienie dobesilanu wapnia bezposrednio
przez enzym nie ma istotnego wptywu na powstawanie chromoforu reakcji Trindera. Widoczne
jest to rowniez W pomiarach zuzycia nadtlenku wodoru przedstawionych na Rysunku 32,

Wartoéci szybkosci reakcji obliczonych na podstawie tych pomiaréw przedstawiono
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Rysunek 31. Zmiany absorbancji przy maksimum absorbcji p-chinondéw (247 nm) w uktadzie
reakcji Trindera sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i DHBS. Mieszaniny reakcyjne zawieraty
50 uM 4-aminoantypiryne, 100 uM DHBS, 50 uM H20 i 2,0 ug/ml HRP bez badanych
zwigzkow (0 uM), kwas homogentyzynowy (A) albo dobesilan wapnia (B) o0 stezeniu podanym
przy kazdej krzywej.

Czas (min) Czas (min)

Czas (min) Czas (min)

Rysunek 32. Wptyw badanych p-difenoli na zuzycie nadtlenku wodoru w czasie reakcji
Trindera sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i DHBS (A, C) lub HTIB (B, D). Mieszaniny
reakcyjne zawieraty 50 uM 4-aminoantypiryne, 100 uM DHBS lub HTIB, 50 uM H:0>
i 2,0 ug/ml HRP bez badanych zwiazkéw (m), kwas homogentyzynowy (A, B) albo dobesilan
wapnia (C, D) o stezeniu 20 uM (%), 40 uM (A) lub 80 uM (e).

w dodatku w Tabelach D2 i D3. Szybkosci zuzycia nadtlenku wodoru s3 znacznie wigksze

W obecnosci kwasu homogentyzynowego niz w reakcji kontrolnej. Natomiast dobesilan
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wapnia zwigksza jg tylko w niewielkim stopniu i zmiana szybkos$ci nie jest proporcjonalna do
jego stezenia. Efekt ten nalezy wigc przypisa¢ redukcji rodnikow DHBS lub HTIB, co
powoduje utrzymywanie wyjsciowego stezenia substratow fenolowych do momentu

wyczerpania dobesilanu wapnia.

Analiza wynikéw zuzycia nadtlenku wodoru w reakcjach Trindera i reakcjach
utlenienia samych p-difenoli (Tabela D4) pozwala stwierdzi¢, ze struktura zwigzku
zaktocajgcego 1 struktura substratu fenolowego maja wplyw na mechanizm zakidcen.
W uktadzie z fenolem zaréwno bezposrednie utlenienie kwasu homogentyzynowego jak
i redukcja rodnika fenoksylowego/antypirylowego majg istotny wplyw na powstawanie
chromoforu reakcji Trindera. Natomiast w uktadach z DHBS i HTIB (ktére sg wolnigj
utleniane przez HRP niz fenol) bezposrednie utlenienie kwasu homogentyzynowego jest
gléwnym sposobem dziatania, poniewaz zwigzek ten jest znacznie lepszym substratem niz te
pochodne fenolu. Pozostate p-difenole (kwas gentyzynowy, dobesilan wapnia i etamsylat) sg
w znikomym stopniu utleniane przez enzym we wszystkich trzech uktadach i dominujacym
mechanizmem zaktocen jest redukcja rodnikdw fenoksylowych/aminoantypirylowych.
Redukcja ta jest jednak na tyle wolna, ze pozwala na powstawanie chromoforu reakcji Trindera
W catym czasie trwania reakcji. Zalezno$¢ mechanizmu zaktocenia powstawania chromoforu
reakcji Trindera od rodzaju zastosowanego substratu fenolowego wyjasnia rézny wplyw
dobesilanu wapnia na enzymatyczne testy diagnostyczne, stosujgce rézne substraty reakcji

Trindera, opisany wczesniej w literaturze [102].

4.2. Reakcje z mesalazyna, ryfampicyna, mitoksantronem i doksorubicyna

Chcac sprawdzi¢ czy zaproponowany mechanizm pozwala na przewidywanie zaktocen
reakcji Trindera wyselekcjonowano cztery zwigzki stosowane w praktyce medycznej
zawierajace ugrupowania p-difenolowe lub p-aminofenolowe (Rysunek 33), dla ktérych nie
wykazano jeszcze wpltywu na wyniki enzymatycznych testow diagnostycznych. Mesalazyna
(kwas 5-aminosalicylowy) jest lekiem o dziataniu przeciwzapalnym stosowanym w leczeniu
nieswoistego zapalenia jelit ichorobie Le$niowskiego-Crohna. Ryfampicyna jest
antybiotykiem o szerokim spektrum dziatania stosowanym w leczeniu infekcji bakteriami:
Mycobacterium tuberculosis (gluzlica), Mycobacterium intracellulare razem z Mycobacterium
avium (mykobakterioza), Mycobacterium leprae (trad), Mycobacterium lepromatosis (trad),
Legionella pneumophila (choroba legionistéw), Haemophilus influenzae (grypa) i Neisseria

meningitidis (inwazyjna choroba meningokokowa). Mitoksantron jest stosowany w terapiach
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przeciwnowotworowych przeciwko ostrej biataczce szpikowej i stwardnieniu rozsianemu.
Doksorubicyna réwniez jest lekiem przeciwnowotworowym stosowanym przy nowotworach

piersi, pecherza moczowego i chtoniakach.

NH,
HO
O OH
Mesalazyna Ryfampicyna Mitoksantron Doksorubicyna

Rysunek 33. Struktury mesalazyny, ryfampicyny, mitoksantronu i doksorubicyny. Kolorem
niebieskim zaznaczono fragmenty podatne na utlenienie.

Wszystkie badane zwiazki wptywaly na zmiany absorbancji przy 505 nm (Rysunek
34), jednak kazdy z nich powodowal odmienny przebieg krzywych. Mesalazyna powoduje
zmniejszenie koncowej absorbancji i przebieg krzywych jest nieco inny dla kazdego
z zastosowanych stezen (Rysunek 34A). W widmach dla reakcji Trindera w obecnosci tego
zwigzku (Rysunek 35B) i w reakcji utlenienia samej mesalazyny przez HRP (Rysunek 36A)
widoczny jest gwaltowny wzrost absorbancji przy 260 nm, co odpowiada w przyblizeniu
maksimum absorpcji niepodstawionej chinononoiminy — 262 nm [130], ktéra osigga
maksimum w pierwszej minucie reakcji. W widmach zarejestrowanych w czasie reakcji
Trindera nastgpuja pozniej spadki absorbancji w tym pasmie, ktorym towarzysza przyrosty
absorbancji w szerokim pasmie o maksimum przy okoto 490 nm, co sugeruje powstanie
mieszaniny produktéw, najprawdopodobniej w wyniku reakcji sprzezenia chinonoiminy
Z 4-aminoantypiryna.

Pozostate trzy leki wykazuja silng absorpcje w zakresach zblizonych do pasma
absorpcji chromoforu reakcji Trindera, dlatego ich wplyw na absorbancj¢ przy 505 nm jest
ztozony. Obecno$¢ ryfampicyny powoduje spadki absorbancji przy tej dlugosci fali
W poczatkowej fazie reakcji a czas trwania tej fazy jest proporcjonalny do jej stezenia. Dla
stezen ryfampicyny wynoszacych 20 140 uM po tej fazie nastepuja przyrosty absorbancji
Z szybkoscig porownywalng do reakcji kontrolnej, a dla stezenia 80 pM wzrostu absorbancji

juz sie nie obserwuje (Rysunek 34B). Swiadczy to o powstawaniu chromoforu reakcji Trindera
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po przereagowaniu ryfampicyny. Maksimum absorpcji ryfampicyny w zakresie widzialnym
przypada na 473 nm i w czasie reakcji Trindera w obecnosci tego zwigzku obserwuje si¢
gwaltowny spadek intensywnosci tego pasma, ktéremu towarzyszy pojawienie si¢ szerokiego
pasma z maksimum przy 530 nm (Rysunek 35C). Poréwnanie widm zarejestrowanych
w czasie utlenienia ryfampicyny przez HRP (Rysunek 36B) i reakcji Trindera w obecnos$ci
tego zwigzku (Rysunek 35C) pozwala stwierdzi¢, ze pasmo to jest wynikiem nalozenia si¢
pasm absorpcji chromoforu reakcji Trindera (maksimum przy 505 nm) i produktu utlenienia
ryfampicyny, ktéry wykazuje maksimum absorpcji przy 550 nm [131]. Mozna wigc zatozy¢,
ze w reakcji Trindera utlenienie ryfampicyny i powstawanie chromoforu chinonoiminowego
zachodza réwnocze$nie z poréwnywalnymi szybko$ciami. Znacznie szybszy spadek
intensywnoS$ci pasma absorpcji ryfampicyny w reakcji Trindera $wiadczy o tym, ze w tym
uktadzie zwigzek ten jest utleniany gtdéwnie na drodze posredniej przez rodnikowe produkty

utlenienia fenolu i 4-aminoantypiryny.
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Rysunek 34. Wptyw lekdéw z ugrupowaniem p-difenolowym na formowanie si¢ chromoforu
reakcji Trindera sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i fenolu. Mieszaniny reakcyjne sktadaty
si¢ z 50 uM 4-aminoantypiryny, 100 uM fenolu, 50 uM H20> i 0,5 ug/ml HRP bez badanych
zwigzkéw (0 uM), z mesalazyng (A), ryfampicyng (B), mitoksantronem (C) albo
doksorubicyng (D) o stezeniu podanym przy kazdej krzywe;j.

51



Obecnos¢ mitoksantronu ma niewielki wptyw na koncowe warto$ci absorbancji przy
505 nm, ale przyspiesza zmiany absorbancji w poczatkowej fazie reakcji (Rysunek 34C).
Mitoksantron ma dwa maksima absorpcji w zakresie widzialnym przy 610 i 660 nm, ktore
w trakcie reakcji jego utlenienia przez HRP ulegaja przesunigciu hipsochromowemu do
5901630 nm, czeSciowo naktadajgc si¢ na pasmo absorpcji chromoforu reakcji Trindera
(Rysunek 36C). W czasie pomiaréw absorbancji przy 505 nm obserwuje si¢ wiec sumowanie
absorbancji tych dwéch produktow. Poréwnanie zmian widm zarejestrowanych w czasie
utlenienia samego mitoksantronu przez HRP (Rysunek 36C) i reakcji Trindera w obecnosci
tego zwigzku (Rysunek 35D) pozwala stwierdzi¢, ze, podobnie jak w przypadku ryfampicyny,
w tym drugim uktadzie mitoksantron jest utleniany gléwnie na drodze posredniej przez

rodnikowe produkty utlenienia fenolu i 4-aminoantypiryny.

Obecnos¢ doksorubicyny powoduje zwickszenie warto$ci absorbancji w pomiarach
przy 505 nm, ale wynika to jedynie z catkowitego naktadania si¢ pasm absorpcji tego zwigzku
I chromoforu reakcji Trindera. Szybkoséci zmian absorbancji dla wszystkich zastosowanych
stezen tego leku sa takie same, jak dla reakcji kontrolnej (Rysunek 34D). Dla mieszaniny
doksorubicyny, nadtlenku wodoru i HRP nie zaobserwowano zadnych zmian widm, co
Swiadczy o tym, Ze nie ulega ona utlenieniu enzymatycznemu. Poniewaz na podstawie widm
zarejestrowanych w czasie reakcji Trindera w obecnosci doksorubicyny nie mozna byto
jednoznacznie stwierdzi¢, czy zaobserwowane zmiany sg spowodowane powstawaniem
chromoforu chinonoiminowego czy produktu posredniego utlenienia doksorubicyny,
przeprowadzono utlenienia mieszaniny doksorubicyny ifenolu. W tym ukladzie
zaobserwowano gwattowny spadek intensywnosci pasma absorpcji doksorubicyny (Rysunek
37). W reakcji Trindera przyrosty absorbancji sg takie same dla reakcji kontrolnej i dla reakcji
W obecnos$ci doksorubicyny, a wigc mozna stwierdzi¢, ze w tym uktadzie doksorubicyna nie
ulega utlenieniu przez rodnik fenoksylowy. W przeciwnym wypadku obserwowanoby
mniejsze przyrosty a nawet spadek absorbancji (dla wigkszych stezen) w obecnosci tego leku.
Szybkos¢ utlenienia doksorubicyny przez rodnik fenoksylowy musi wigc by¢ znacznie

mniejsza od szybkosci reakcji tego rodnika z 4-aminoantypiryna.
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Rysunek 35. Wptyw lekoéw z ugrupowaniem p-difenolowym na tworzenie si¢ chromoforu
reakcji Trindera sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i fenolu. Mieszaniny reakcyjne sktadaty
si¢ z 50 uM 4-aminoantypiryny, 100 uM fenolu, 50 uM H202 i 0,5 pg/ml HRP bez badanych
zwigzkéw (A) lub w obecnosci 40 uM mesalazyny (B), 40 uM ryfampicyny (C), 40 uM
mitoksantronu (D) albo 40 uM doksorubicyny (E). Widma mieszanin reakcyjnych
zarejestrowano przed dodaniem enzymu (0), od razu po dodaniu enzymu (0’) i po czasie
(W minutach) podanym przy kazdej krzywe;j.
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Rysunek 36. Utlenienie lekdw z ugrupowaniem p-difenolowym przez peroksydaze chrzanowa.
Mieszaniny reakcyjne zawieraly 50 uM H202 1 0,5 pg/ml HRP oraz 40 uM mesalazyny (A),
40 uM ryfampicyny (B), 40 uM mitoksantronu (C) lub 50 uM doksorubicyny (D). Widma
mieszanin reakcyjnych byly zarejestrowane przed dodaniem enzymu (0), od razu po dodaniu
enzymu (0”) i po czasie (W minutach) podanym przy kazdej krzywe;.
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Rysunek 37. Utlenienie mieszaniny doksorubicyny i fenolu przez HRP. Mieszanina reakcyjna
zawierata 50 uM doksorubicyne, 100 uM fenol, 50 uM H202 i 0,5 ug/ml HRP. Widma zostaty
zarejestrowane przed dodaniem enzymu (0), od razu po dodaniu enzymu (0’) i po czasie
(w minutach) podanym przy kazdej krzywe;.
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Dla mesalazyny i ryfampicyny dodatkowo sprawdzono ich wptyw na reakcj¢ Trindera
sktadajgca sie z DHBS i 4-aminoantypiryny. DHBS jest gorszym substratem HRP i generuje
chromofor o wigkszym wspotczynniku absorpcji niz fenol. Wptyw badanych zwigzkow na ten
uktad mégt wiec by¢ inny.

Dla mesalazyny efekt okazat si¢ silniejszy (Rysunek 38A) niz w uktadzie z fenolem
(Rysunek 34A) i nalezy to przypisa¢ wlasnie roznicy wspotczynnikow absorpcji chromoforow
powstajacych w tych dwdch reakcjach. Poréwnanie widma dla reakcji Trindera w obecnosci
mesalazyny w uktadach z fenolem (Rysunek 35B) i DHBS (Rysunek 39B) pozwala stwierdzic,
ze w obu przypadkach powstaja chromofory antypirylochinonoiminowe, jednak obecno$¢ tego
chromoforu jest bardziej widoczna w widmach reakcji z DHBS, ze wzgledu na jego znacznie
wyzszy wspotczynnik absorpcji. Stad tez w widmach dla tej reakcji obserwuje si¢ wyrazne
maksimum przy 510 nm.

Dla ryfampicyny efekt byt inny niz w uktadzie z fenolem i bardziej ztozony. Jest to
skutkiem dziatania trzech czynnikoéw: 1) naktadania si¢ pasm absorpcji ryfampicyny, produktu
jej utlenienia i chromoforow reakcji Trindera, 2) réznicy wspotczynnikéw absorpcji
chromoforéw reakcji Trindera powstajacych w tych dwoch uktadach i 3) przesuniecia dtugosci
fali pomiaru w strong maksimum absorpcji produktu utleniania ryfampicyny (z 505 do
512 nm). Dla stezenia ryfampicyny wynoszacego 10 uM obserwuje si¢ wiec koncowa
absorbancje nieco wyzsza niz w reakcji kontrolnej, co jest wynikiem naktadania si¢ pasm
absorpcji ryfampicyny, produktu jej utlenienia i chromoforu reakcji Trindera. Dla stezenia
ryfampicyny wynoszacego 50 uM koncowa absorbancja jest duzo nizsza niz w reakcji
kontrolnej, poniewaz powstajacy produkt utlenienia ryfampicyny ma duzo nizszy
wspolczynnik absorpcji przy tej dtugosci fali. Dla stezenia ryfampicyny wynoszacego 100 uM
koficowa absorbancja jest nieco nizsza niz w reakcji kontrolnej, poniewaz zndéw jest ona
wynikiem naktadania si¢ pasm absorpcji ryfampicyny, produktu jej utlenienia i chromoforu
reakcji Trindera, jednak wtym przypadku ten ostatni skladnik, ktory ma najwigkszy

wspotczynnik absorpcji przy tej dtugoscei fali, wystepuje w niewielkim stezeniu (Rysunek 38).
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Rysunek 38. Wptyw lekdéw z ugrupowaniem p-difenolowym na formowanie si¢ chromoforu
reakcji Trindera sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i DHBS. Mieszaniny reakcyjne sktadaty
si¢ z 50 uM 4-aminoantypiryny, 100 uM DHBS, 50 uM H20> i 3,0 pg/ml HRP bez badanych
zwigzkow (0 uM), z mesalazyng (A) lub ryfampicyng (B) o st¢zeniu podanym przy kazdej
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Rysunek 39. Wplyw lekow z ugrupowaniem p-difenolowym na tworzenie si¢ chromoforu
reakcji Trindera sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i DHBS. Mieszaniny reakcyjne sktadaty
si¢ z 50 uM 4-aminoantypiryny, 100 uM DHBS, 50 uM H20: i 3,0 ug/ml HRP bez badanych
zwigzkoéw (A) lub w obecnosci 50 uM mesalazyny (B) lub 50 uM ryfampicyny (C). Widma
mieszanin reakcyjnych zarejestrowano przed dodaniem enzymu (0), od razu po dodaniu
enzymu (0”) i po czasie (w minutach) podanym przy kazdej krzywe;j.
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Aby mozna bylo w pelni zrozumie¢ jakie zmiany zachodzg w tych mieszaninach
nalezatoby wykona¢ jeszcze dodatkowe eksperymenty, jednak ich potencjalny wplyw na
reakcje Trindera obejmuje zakres stezen od 10 do 100 uM. Maksymalne stezenie w plazmie
pacjentéw przyjmujacych mesalazyne moze wynie$¢ jedynie 6 uM [132], poniewaz zwigzek
ten jest bardzo stabo wchianiany do krwioobiegu [133]. Jednakze w przypadku ostrego
uszkodzenia nerek u 0séb starszych moze osiggnac stezenie 32,6 uM, a takie stezenie jest juz
wystarczajgce aby obnizy¢ wyniki testow opartych na reakcji Trindera, co tez miato miejsce
w opisanym niedawno przypadku [103]. Ryfampicyna moze osiggna¢ w plazmie stezenie do
8 uM [134], co nie powinno istotnie zmienia¢ uzyskanych wynikéw. Mitoksantron w czasie
30 minut po infuzji moze osiagnac¢ stezenie 12 uM, ktore mogloby wplyna¢ na uzyskane
wyniki testow diagnostycznych, ale pobieranie probek do analizy nie powinno mie¢ miejsca
od razu po terapii, a wigc stezenie, ktore moze faktycznie wystapi¢ wynosi do 1 uM [135].
Takie stezenie nie bedzie juz mialo zadnego znaczenia dla uzyskanych wynikéw testow
diagnostycznych. Doksorubicyna nie wykazata wptywu na reakcj¢ Trindera w zastosowanym
zakresie stezen, a jej stezenie W plazmie moze wynie$¢ do 1 uM, podobnie jak mitoksantronu.
Pomimo tego, ze przynajmniej 3z 4 wymienionych wtym podrozdziale zwigzkdw ma
zdolnos¢ do zmiany wynikdw testow diagnostycznych opartych na reakcji Trindera, brak
doniesien o ich wptywie na tego typu testy spowodowane jest tym, ze w powszechnej praktyce
leczniczej nie powinny one osiggna¢ stezen w plynach ustrojowych mogacych spowodowac

takie zakldcenia.

4.3. Utlenianie dopaminy, dobutaminy i jej metylowanego analogu przez peroksydaze

chrzanowg

W czasie badan zaklocen enzymatycznych testow diagnostycznych przez dopaming
i dobutaming stwierdzono, ze utlenianie dobutaminy przez peroksydazg chrzanowa jest
znacznie szybsze niz dopaminy [78,107]. Zaproponowano wowczas dwa rozne mechanizmy
dziatania tych dwoch zwigzkéw — uznano, ze dobutamina dziata jako konkurencyjny substrat
prowadzac do wyczerpania nadtlenku wodoru, natomiast dopamina reaguje z produktem
utlenienia 4-aminoantypiryny tworzac chromofor 0 znacznie mniejszym wspotczynniku
absorpcji przy dlugosci fali uzywanej do pomiaru absorbancji (505 nm) [78]. Jednak
w reakcjach utlenienia obu zwigzkow zarejestrowano widma z pasmami absorpcji
odpowiadajgcymi chromoforom typu aminochroméw powstajgcych w wyniki utlenienia

ugrupowania katecholowego i ataku nukleofilowego grupy aminowej na powstaly uktad
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o-chinonowy (addycja Michaela) oraz ponownej reakcji utlenienia powstatego produktu
(leukoaminochromu, Rysunek 18). Zaproponowany mechanizm dziatania dopaminy wydawat
si¢ wiec niezgodny ztymi wynikami. Dlatego tez postanowilismy go zweryfikowaé

przeprowadzajac doktadng analizg utlenienia dopaminy i dobutaminy przez HRP.

Nalezy zauwazy¢, ze dobutamina jest zwigzkiem znacznie wigkszym od dopaminy,
zawierajacym poza ugrupowaniem katecholowym rdéwniez ugrupowanie fenolowe po
przeciwnej stronie czasteczki — uktad 4-hydroksyfenyloizobutylowy przylaczony do grupy
aminowej tancuchem alkilowym dhuzszym o jeden atom wegla niz tancuch alkilowy taczacy
grupe aminowa i katecholowa. UznaliSmy wiec, ze ze wzgledu na t¢ réznice odlegtosci grupa
fenolowa moze by¢ utleniana szybciej niz grupa katecholowa, a nastgpnie powstajacy rodnik
fenoksylowy moze utlenia¢ grupe katecholowa. Takie posrednie utleniania katecholi przez
peroksydazy zostato juz wczesniej opisane dla adrenaliny, ktorej utlenienie przez HRP, MPO
i LPO bylto przyspieszane w obecno$ci substratow fenolowych, takich jak tyroksyna i jej
pochodne [108,109]. Podobne zjawisko zaobserwowano dla L-dopy, ktorej utlenianie przez
LPO bylo stymulowane w obecnosci tyrozyny, a jej utlenienie przez peroksydaze z bobu (Vicia
faba) byto stymulowane w obecnosci kwaséw hydroksycynamonowych [112] iich estrow
[113,136]. W odrdoznieniu od tamtych systemow w czasteczce dobutaminy obydwa
ugrupowania — dziatajgce jako potencjalny przenosnik elektronéw ugrupowanie fenolowe
I dzialajgce jako koncowy donor elektrondw ugrupowanie katecholowe znajduja si¢ w jednej

czasteczce.

Aby sprawdzi¢ udzial ugrupowania fenolowego w utlenieniu ugrupowania
katecholowego dobutaminy zsyntezowano analog dobutaminy z grupg fenolowa zablokowang
przez metylacje. Podejscie to zostato juz wykorzystane w przypadku tyroksyny i pokrewnych
zwigzkoéw zawierajacych grupe fenolowa przy badaniu ich wplywu na utlenienie adrenaliny
[108]. Zablokowanie grupy fenolowej spowodowato znaczny spadek szybkosci utlenienia
grupy katecholowej, jednak utlenienie pochodnej dobutaminy nadal nastepowato szybciej niz
utlenienie dopaminy (Rysunek 40). Szybkosci utleniania wynosity odpowiednio: 0,54 uM/min
dla dopaminy, 5,98 uM/min dla metylowanej pochodnej dobutaminy i 10,20 uM/min dla
dobutaminy. Parametry kinetyczne reakcji utlenienia tych zwigzkow przez HRP znajduja si¢
w tabeli 1. Wykresy Hanesa-Woolfa, ktore postuzyly do wyznaczenia tych parametrow,
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Rysunek 40. Pomiary absorbancji (A) izuzycia nadtlenku wodoru (B) w czasie reakcji
utlenienia dopaminy (m), dobutaminy (A) imetylowanego analogu dobutaminy (e).
Mieszaniny reakcyjne zawieraly 50 uM badane zwigzki, 50 uM H202 i 0,5 pg/ml HRP.
Pomiary absorbancji wykonano przy 475 nm dla dopaminy, 485 nm dla dobutaminy i 486 nm
dla metylowanej pochodnej dobutaminy.

przedstawione zostaty na rysunku D5. Wyniki te wskazuja na role grupy fenolowej dobutaminy
jako posrednika w przekazywaniu elektrondbw w ramach wewnatrzczasteczkowej reakcji
utlenienia. Proponowany mechanizm przedstawiony jest na rysunku 41. Szybsze utlenienie
metylowanej pochodnej dobutaminy niz dopaminy pokazuje jednak, ze duzy podstawnik
hydrofobowy przytaczony do grupy aminowej w czasteczce dobutaminy ma duze znaczenie
dla wigzania si¢ tego zwiazku do centrum katalitycznego HRP. Odzwierciedlaja to wartosci
Km tych reakgji.

Poniewaz z parametréw kinetycznych wynika, ze odziatywanie substratu z enzymem
jest istotne dla szybkosci utlenienia badanych zwigzkéw, dla wyjasnienia tych rdéznic
przeprowadzono ich dokowanie molekularne do centrum aktywnego HRP. Do przygotowania
modelu centrum aktywnego HRP postuzyla struktura krystaliczna zwigzku 1 (PDB: 1HCH)
[29]. Wyniki tych obliczen pokazuja, ze dopamina jest wigzana w centrum katalitycznym
W jednej dominujacej pozycji (97,5% wszystkich dokowan). Pozycja ta przedstawiona jest na
Rysunku 42. Widoczne jest zakotwiczenie grupy aminowe;j tej czasteczki w poblizu wejscia
do centrum aktywnego w okolicy Alal36-Pro139. Ta czgs¢ czasteczki tworzy trzy wigzania
wodorowe z atomami tlenu gldéwnego tancucha polipeptydowego enzymu. Grupa katecholowa
jest skierowana do centrum aktywnego, a grupa fenolowa blizsza hemowi (4-OH) znajduje si¢
w odleglosci 6,4 A od zelaza hemowego. Zaréwno dobutamina dostepna komercyjnie, jak i jej

zsyntezowana pochodna sg mieszaninami racemicznymi, dlatego przeprowadzono dokowanie
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Tabela 1. Parametry kinetyczne reakcji utlenienia badanych zwigzkéw przez peroksydaze
chrzanowa.

ZWia{Zek Km (mM) kcat (1/m|n) kcat/Km (1/(I\/|Xmln))
Dopamina 9,06 (+0,67) 17,84 (+0,66)x103 1,97 (+0,12)x10°
Metylowana pochodna 1,80 (+0,12) 17,17 (+0,60)x10 9,57 (+0,28)x10°
dobutaminy
Dobutamina 2,42 (+0,05) 38,37 (+0,47)x10° 15,89 (+0,20)x10°
OH o
2 HO NH 2724 5 HO NH
:@/\/ . peroksydaza :@/\/

\/S/
.
~.
s,

Rysunek 41. Mechanizm utlenienia dobutaminy przez peroksydaze chrzanowg. W wyniku
preferencyjnego utlenienia grupy fenolowej powstaje rodnik fenoksylowy. Nastepnie dwa
takie rodniki utleniajg katechol do o-chinonu, najprawdopodobniej z wystapieniem rodnika
semichinonowego jako stanu posredniego. Semichinon moze rowniez powstawac
W bezposredniej reakcji utlenienia ugrupowania katecholowego przez HRP (przerywana
strzatka), jednak z szybko$cig mniejszg niz utlenienie ugrupowania fenolowego. W rezultacie
reakcji  dysproporcjonowania semichinonéw odtwarzany jest substrat i powstaje
amino-o-chinon, ktory ulega reakcji cyklizacji do leukoadrenochromu. Zwigzek ten po
utlenieniu przez rodnik i/lub o-chinon przeksztatca si¢ w chromofor typu adrenochromu
(czerwony).

obu enancjomerow kazdego zwiagzku. Wyniki tych obliczen pokazuja, ze W przeciwienstwie
do dopaminy oba zwiazki wigza si¢ do enzymu w wielu pozycjach, co zostato przedstawione
na rysunku D6. Wigzanie w pozycji z grupa katecholowa skierowang do hemu bylo tylko
nieznacznie korzystniejsze niz potozenie czgsteczki z grupg fenolowa/metoksyfenylowsa
skierowang do hemu. Kilka sposobéw wigzania liganda w centrum aktywnym HRP jest
mozliwe, na co wskazuje chociazby struktura krystaliczna enzymu z kwasem ferulowym [31]
(Rysunek 5). Wyniki dokowania obu enancjomeroéw dobutaminy sa bardzo podobne.

Przedstawione sg one na Rysunkach 43i44. Dobutamina w pozycji skierowanej grupa
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fenolowg do hemu tworzy wigzanie wodorowe miedzy atomem tlenu grupy fenolowej
a pierécieniem imidazolowym His42. Odlegto$¢ migdzy tlenem grupy fenolowej W tej pozycji
a zelazem hemowym wynosi 4,0 A. Reszta katecholowa znajduje si¢ natomiast w zaglebieniu
tworzonym przez tancuch glowny reszt Alal36-Prol139, tworzac wigzanie wodorowe z jednym
z atomow tlenu gtéwnego tancucha biatka. W pozycji z grupa katecholowg skierowang do
hemu grupa fenolowa 4-OH tworzy wigzanie wodorowe z tlenem Gly69 a grupa fenolowa 3-
OH wigzanie wodorowe z lancuchem bocznym Arg38. Odlegto$¢ miedzy tlenem blizszej
grupy fenolowej (4-OH) a zelazem hemowym wynosi 6,4 A. Te réznice w odleglosciach
miedzy grupami podatnymi na utlenienie azelazem hemowym wyjasniajg, zgodnie
z rownaniem Marcusa [137,138], wigksza szybko$¢ utlenienia grupy fenolowej niz grupy
katecholowej dobutaminy. Wyniki dla metylowanej pochodnej dobutaminy sg bardzo
podobne, jak dla dobutaminy — pozycje 0 najnizszych energiach wigzania przedstawione sg na
Rysunkach 45i 46. Wyniki dokowania wszystkich trzech zwigzkéw zostaty podsumowane
w Tabeli 2.

Tabela 2. Podsumowanie wynikéw dokowania molekularnego. Uwzgledniono tylko klastry
zawierajace 5 lub wiecej pozycji.

. L . Odleglos¢ pomiedzy
. Udziat Energia wigzania © ;
Zwigzek eowanado | Licbe | Kasowwe | dapogi | 0SB ORE
! centrum aktywnego Klastrow wszystkich 0 najnizszej dla pozycji o na'niz};ze'
ywneg wynikach energii (kcal/mol) P yeglergiij J
Dopamina katecholowa 1 97,5% -8,34 6,4 A
R-Dobutamina katecholowa 4 40% -9,84 6,4 A
fenolowa 2 27% -9,08 40A
S-Dobutamina katecholowa 4 43% -11,13 6,0 A
fenolowa 2 18,5% -9,94 40A
Metylowany analog katecholowa 5 35% -9,11 6,1 A
R-dobutaminy metoksylowa 3 29% 9,21 41A
Metylowany analog katecholowa 7 28% -9,13 6,4 A
S-dobutaminy metoksylowa 3 20,5% -10,06 44 A

Uzyskane wyniki pozwalaja na wyjasnienie rdznic w szybkosci utlenienia
alkilokatecholi, opisanych poprzednio w literaturze [74]. Juz wczeéniej postulowano, ze
roznice w szybko$ciach utleniania substratow przez zwigzek I oraz zwigzek II wynikaja
z odleglosci grupy redukcyjnej od centrum Kkatalitycznego HRP [137,138]. Zgodnie
z rownaniem Marcusa, roznica odleglosci wynoszaca 1 A powoduje 33-krotng réznice

W szybkosci reakceji. Dlatego dla zwigzkow o zblizonych wiasciwosciach elektrochemicznych
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Rysunek 42. Wyniki dokowania molekularnego dopaminy do centrum aktywnego HRP [PDB:
1HCH]. Grupa hemowa zaznaczona na zielono, reszty aminokwaséw centrum aktywnego
zaznaczone na z6lto, reszty fenyloalanin wejscia do centrum aktywnego zaznaczone kolorem
cyjan, a dopamina zaznaczona magenta. Czerwone Kule przedstawiajg potozenie czasteczek
wody. Szare przerywane linie przedstawiaja oddziatywania wodorowe. Zielona przerywana
linia przedstawia odlegto$¢ pomigdzy zelazem hemowym i tlenem blizszej grupy fenolowej
(4-OH). Obraz stereoskopowy przedstawiony technikg krzyzogladu.

wlasnie charakter przestrzenny i oddziatywania polarno-hydrofobowe beda decydowaé
0 szybkos$ci reakcji. Zwiazki o rozbudowanym i/lub polarnym podstawniku beda mialy
utrudniony dostep do centrum katalitycznego, przez co odleglos¢ do centrum reakcyjnego
bedzie wigksza, a szybko$¢ reakcji mniejsza [15]. Dokowanie molekularne wykazato, ze
wneka Alal36-Prol39 zdolna jest do wigzania substratow posiadajacych grupy bedace
donorami wigzania wodorowego. Takie zakotwiczenie substratow o krotkich tancuchach
alkilowych miedzy grupa tworzacg takie oddziatywania a grupa redukcyjng uniemozliwia ich
dostep do glgbszych czesci centrum aktywnego. Natomiast zwigzki posiadajace ugrupowania
niezdolne do tworzenia wigzan wodorowych jako donor majg dostep do samego centrum

katalitycznego, dzigki czemu sg utlenianie znacznie szybciej.

Wyniki dokowania molekularnego thumacza réznice w parametrach kinetycznych dla
reakcji utlenienia dopaminy, N-metylodopaminy i N-acetylodopaminy przez HRP opisane
wczesniej w literaturze [74]. Wartosci keat dla tych reakcji wynoszg odpowiednio 447, 452
1 1800 1/s, a wartosci Km odpowiednio 16,8, 20,6, i 1,4 mM [74]. Acetylacja grupy aminowej
dopaminy skutkujaca powstaniem czasteczki pozbawionej tadunku oraz dwdch protonéw na
atomie azotu wzgledem czgsteczki macierzystej, powoduje wzrost statej Katalitycznej

I zmniejszenie si¢ statej Michaelisa. Natomiast metylacja grupy aminowej dopaminy usuwa
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Rysunek 43. Wyniki dokowania molekularnego R-dobutaminy do centrum aktywnego HRP
[PDB: 1HCH]. Dobutamina skierowana grupg fenolowa (A) oraz skierowana grupa
katecholowg do centrum aktywnego (B). Grupa hemowa zaznaczona na zielono, reszty
aminokwasow centrum aktywnego zaznaczone na zotto, reszty fenyloalanin wejscia do
centrum aktywnego zaznaczone kolorem cyjan, a R-dobutamina zaznaczona magenta.
Czerwone kule przedstawiaja potozenie czasteczek wody. Szare przerywane linie
przedstawiaja oddziatywania wodorowe. Zielona przerywana linia przedstawia odlegtos¢
pomigdzy zelazem hemowym i tlenem blizszej grupy fenolowej (4-OH). Obraz stereoskopowy
przedstawiony technika krzyzogladu.

jeden proton, nie zmieniajac tadunku tej grupy, co przektada si¢ na malo istotne roznice
W parametrach kinetycznych wzgledem dopaminy. Natomiast wpltyw dlugosci tancucha
pomiedzy grupa katecholowg a obdarzong tadunkiem grupa dobrze reprezentuje rdznica
statych Kkatalitycznych dla reakcji utlenienia kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego i kwasu
3,4-dihydroksyfenylopropionowego — ponad trzykrotnie wigksza stata szybkosci dla zwigzku
Z tancuchem weglowym dtuzszym o jeden atom (odpowiednio 469 i 1558 1/s) [74]. Dtugos¢
tancucha weglowego pomiedzy grupa aminowa a pierScieniem aromatycznym ma rowniez

znaczenie dla wigzania si¢ inhibitoréw mieloperoksydazy — pochodnych 3-aminoalkiloindolu.
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Pochodne zawierajace jednoatomowy flancuch weglowy nie wykazywaly wlasciwosci
inhibitorowych ale zwiagzki z cztero- czy pigcioweglowym tgcznikiem byly silniejszymi
inhibitorami [139,140].

Rysunek 44. Wyniki dokowania molekularnego S-dobutaminy do centrum aktywnego HRP
[PDB: 1HCH]. Dobutamina skierowana grupg fenolowa (A) oraz skierowana grupa
katecholowg do centrum aktywnego (B). Grupa hemowa zaznaczona na zielono, reszty
aminokwasow centrum aktywnego zaznaczone na zo6tto, reszty fenyloalanin wejscia do
centrum aktywnego zaznaczone kolorem cyjan, a S-dobutamina zaznaczona magents.
Czerwone kule przedstawiaja potozenie czasteczek wody. Szare przerywane linie
przedstawiaja oddziatywania wodorowe. Zielona przerywana linia przedstawia odlegtos¢
pomigdzy zelazem hemowym i tlenem blizszej grupy fenolowej (4-OH). Obraz stereoskopowy
przedstawiony technikg krzyzogladu.
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Rysunek 45. Wyniki dokowania molekularnego metylowanej pochodnej R-dobutaminy do
centrum aktywnego HRP [PDB: 1HCH]. Metylowana pochodna dobutaminy skierowana grupa
metoksylowa (A) oraz skierowana grupa katecholowa do centrum aktywnego (B). Grupa
hemowa zaznaczona na zielono, reszty aminokwasow centrum aktywnego zaznaczone na
z0Mto, reszty fenyloalanin wejscia do centrum aktywnego zaznaczone kolorem cyjan,
a metylowana pochodna R-dobutaminy zaznaczona magents. Czerwone kule przedstawiaja
potozenie czgsteczek wody. Szare przerywane linie przedstawiajg oddzialywania wodorowe.
Zielona przerywana linia przedstawia odlegto$¢ pomiedzy zelazem hemowym i tlenem blizszej
grupy fenolowej (4-OH). Obraz stereoskopowy przedstawiony technikg krzyzogladu.
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Rysunek 46. Wyniki dokowania molekularnego metylowanej pochodnej S-dobutaminy do
centrum aktywnego HRP [PDB: 1HCH]. Metylowana pochodna dobutaminy skierowana grupa
metoksylowa (A) oraz skierowana grupa katecholowa do centrum aktywnego (B). Grupa
hemowa zaznaczona na zielono, reszty aminokwasow centrum aktywnego zaznaczone na
z6to, reszty fenyloalanin wejScia do centrum aktywnego zaznaczone kolorem cyjan,
a metylowana pochodna S-dobutaminy zaznaczona magenta. Czerwone kule przedstawiaja
potozenie czgsteczek wody. Szare przerywane linie przedstawiajg oddzialywania wodorowe.
Zielona przerywana linia przedstawia odleglo$¢ pomig¢dzy zelazem hemowym i tlenem blizszej
grupy fenolowej (4-OH). Obraz stereoskopowy przedstawiony technikg krzyzogladu.

4.4. Reakcje z kwasem galusowym, kwasem kawowym i hispidyna

Hispidyna jest zwigzkiem naturalnym wystepujacym w btyskoporku szczotkowatym
(Inonotus hispidus), ktéry stosowany jest w medycynie ludowej m.in. do leczenia wrzodéw
zotadka [115]. Zwigzek ten razem z kwasem galusowym zostaly opisane jako inhibitory HRP
na podstawie wynikow zahamowania przyrostow absorbancji w tescie do oznaczenia kwasu
moczowego [115]. W tescie tym stosowana jest reakcja Trindera z DHBS-em jako substratem.
Jednakze kwas galusowy, podobnie jak inne zwigzki zawierajace uktad pirogallolowy, jest

znanym substratem HRP [141]. Struktura hispidyny natomiast jest podobna do kwasu
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kawowego — zawiera ten sam uklad katecholowy, a grupa karboksylowa jest zastgpiona
uktadem 2-hydroksy-4-piranonu. Kwas kawowy =za$, podobnie jak inne kwasy
hydroksycynamonowe, jest znanym od dekad substratem peroksydaz [142]. Struktury tych
trzech zwigzkoéw przedstawione sa na Rysunku 47. Juz w czasie, gdy test do oznaczania kwasu
moczowego zostal opracowany, wykryto, ze zwigzki z ukladem katecholowym, takie jak
L-dopa, o-metylodopa ikwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy, powoduja jego zakldcenia,
obnizajac warto$¢ absorbancji [62]. Mechanizmy tych zakldcen mogtly by¢ takie same jak
w przypadku karbidopy, dopaminy, kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego i kwasu
3,4-dihydroksy-fenylopropiowego w reakcji utlenienia fenolu i 4-aminoantypiryny przez HRP
[83]. Wydawato si¢ wigc mato prawdopodobne, ze kwas galusowy i hispidyna sg inhibitorami
peroksydazy chrzanowej, aw zastosowanym teScie enzymatycznym s3 raczej jej
alternatywnymi substratami lub dziataja jako przeciwutleniacze redukujace rodnikowe
produkty reakcji Trindera. Zdecydowali$my si¢ wigc wykona¢ doktadng analize tej reakcji
W obecnosci tych zwigzkow w celu weryfikacji tych wynikow. Po konsultacji z redaktorem
naczelnym Journal of Biomolecular Structure and Dynamics badania te zostaty

przeprowadzone we wspotpracy z autorami artykutu, w ktorym zostaly one opisane.

HO
HO
OH
kwas galusowy kwas kawowy hispidyna

Rysunek 47. Struktury kwasu galusowego, kwasu kawowego i hispidyny.

Pomiary absorbancji przy 512 nm (dtugo$¢ fali odpowiadajacej maksimum absorpcji
chromoforu reakcji Trindera, Rysunek 48) i widma zarejestrowane w czasie reakcji Trindera
sktadajacej si¢ z DHBS i 4-aminoantypiryny bez badanych zwigzkoéw oraz w obecnosci 50 uM
kwasu galusowego, 50 uM kwasu kawowego lub 50 uM hispidyny (Rysunek 49) pokazuja
zahamowanie przyrostow absorbancji w pasmie chromoforu chinonoiminowego. W widmach
mozna dodatkowo zauwazy¢ znaczny spadek absorbancji przy okoto 300 nm dla reakcji
z kwasem kawowym i 370 nm dla reakcji z hispidyng. Poniewaz te zakresy odpowiadaja

pasmom absorpcji tych zwigzkow, takie zmiany w widmach §wiadczyly o ich utlenieniu.
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Rysunek 48. Wptyw badanych zwiazkow na formowanie si¢ chromoforu reakcji Trindera
sktadajacej si¢ z4-aminoantypiryny i DHBS. Mieszaniny reakcyjne zawieraty 50 uM
4-aminoantypiryne, 100 uM DHBS, 50 uM H:20: i 3,0 ug/ml HRP bez badanych zwiazkow
(0 uM), kwas galusowy (A), kwas kawowy (B) albo hispidyne (C) 0 st¢zeniu podanym przy
kazdej krzywe;.

Przeprowadzono zatem pomiary widm dla reakcji utlenienia samych zwigzkéw badanych przez
HRP (Rysunek 50). Wyniki tych eksperymentow potwierdzily, ze w zastosowanych
warunkach wszystkie trzy zwigzki byty utleniane przez HRP, a w przypadku kwasu kawowego
i hispidyny reakcje po dodaniu enzymu zachodzily btyskawicznie. Kwas galusowy jest
utleniany przez HRP do produktéw o szerokim pasmie absorpcji w zakresie widzialnym, co
Swiadczy otym, ze powstaje mieszanina produktow, najprawdopodobniej o charakterze
oligomerycznym lub polimerycznym. W wyniku utlenienia kwasu kawowego przez HRP
powstaje o-chinon o maksimum absorpcji przy 412 nm. Utlenienie hispidyny przez HRP nie
zostalo jeszcze opisane. Zwigzek ten jest blyskawicznie utleniany przez HRP, a powstajacy
produkt wykazuje maksimum absorpcji przy okoto 460 nm, ale ulega szybkiemu rozpadowi.
Maksimum absorpcji bezposredniego produktu utlenienia hispidyny odpowiada typowemu
zakresowi absorpcji 0-chinondéw przesunigtemu batochromowo (zazwyczaj maksimum

absorpcji 0-chinonéw przypada na okoto 400 nm) [143]. To przesuni¢cie spowodowane jest
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Rysunek 49. Wplyw badanych zwigzkéw na powstawanie chromoforu reakcji Trindera
sktadajacej si¢ z4-aminoantypiryny i DHBS. Mieszaniny reakcyjne zawieraty 50 uM
4-aminoantypiryng, 100 uM DHBS, 50 uM H202 i 3,0 pg/ml HRP bez badanych zwiazkow
(A), 50 uM kwas galusowy (B), 50 uM kwas kawowy (C) albo 50 uM hispidyne (D). Widma
mieszanin reakcyjnych byty zarejestrowane przed dodaniem enzymu (0), od razu po dodaniu
enzymu (0”) i po czasie (w minutach) podanym przy kazdej krzywej.

obecnos$cia w czasteczce pierscienia 2-hydroksy-4-piranonowego. Dopiero zmniejszenie ilosci
enzymu 60-krotnie dla reakcji z kwasem kawowym i 100-krotne dla reakcji z hispidyna dato
szybkosci reakcji zblizone do szybkosci utlenienia DHBS. Pasma absorpcji przy 460 nm nie
obserwuje si¢ w reakcji z hispidyng ze 100-krotnie zmniejszong ilo$cig enzymu, co wskazuje,

ze produkt utlenienia tego zwigzku rozpada si¢ przynajmniej tak szybko jak powstaje.

Nadtlenek wodoru byl znacznie szybciej zuzywany w reakcjach Trindera
zawierajacych badane zwiazki ireakcjach utlenienia samych badanych zwigzkow anizeli
w reakcji kontrolnej (Rysunek 51). W reakcji z samym kwasem galusowym zuzycie calego
nadtlenku wodoru nastepowato w ciggu 5 minut, aw mieszaninie z substratami reakcji
Trindera nadtlenek wodoru zostat zuzyty w ciggu 2 minut. Mozliwe, Ze poza bezposrednim
utlenieniem przez HRP zwigzek ten redukuje rowniez rodnikowe produkty posrednie reakcji

Trindera, ktore powstaja wtym uktadzie. Dla reakcji utlenienia kwasu kawowego
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Rysunek 50. Utlenienie mieszaniny 4-aminoantypiryny i DHBS (A), kwasu galusowego (B),
kwasu kawowego (C, D) i hispidyny (E, F) przez HRP. Mieszaniny reakcyjne sktadaty si¢
z 50 uM badanego zwigzku, 50 pM H20: i 3,0 ug/ml (A, B, C, E), 50 ng/ml (D) albo 30 ng/ml
(F) HRP. Widma mieszanin reakcyjnych byty zarejestrowane przed dodaniem enzymu (0), od
razu po dodaniu enzymu (0”) i po czasie (w minutach) podanym przy kazdej krzywej.

i hispidyny oraz reakcji Trindera z udziatem tych dwoch zwigzkow nadtleneck wodoru byt
zZuzywany w przeciggu pierwszej minuty. Szybko$¢ zuzycia nadtlenku wodoru w reakcji
z samg hispidyna byta znacznie wyzsza niz w reakcji kontrolnej nawet przy zastosowaniu
100-krotnie nizszego stezenia HRP, co $wiadczy o tym, ze zwigzek ten jest jednym
z najlepszych dotychczas poznanych substratow tego enzymu, lepszym niz kwas kawowy, dla

ktorego 60-krotne zmniejszenie stgzenia enzymu dato podobny rezultat.
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Rysunek 51. Wplyw badanych zwigzkow na zuzycie nadtlenku wodoru w czasie reakcji
Trindera sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i DHBS. Mieszaniny reakcyjne sktadaly sig¢
z 50 uM 4-aminoantypiryny, 100 uM DHBS, 50 uM H202 i 3,0 pg/ml HRP bez badanych
zwigzkoéw (e) lub z 50 uM badanego zwiazku (A). Mieszaniny reakcyjne w przypadku
utlenienia samych badanych zwiazkow sktadaty sie z 50 uM badanego zwiazku, 50 uM H20>
i 3,0 ng/ml (#) albo 50 ng/ml dla kwasu kawowego i 30 ng/ml dla hispidyny (=) HRP.

Roznice w ksztatcie widm dla reakcji Trindera w obecnosci kwasu kawowego
i hispidyny (Rysunek 49) ireakcji utlenienia samych tych zwiazkow (Rysunek 50)
wskazywaly, ze produkty ich utlenienia mogg reagowac z innymi skladnikami reakcji
Trindera. Przeprowadzono wigc reakcje utlenienia tych dwoch zwigzkow i kwasu galusowego
przez HRP tylko z4-aminoantypiryng lub DHBS. Dla reakcji z kwasem galusowym
W obecnosci kazdego ztych zwigzkow (Rysunek 52A i1B) nie zaobserwowano roznic
w widmach w stosunku do reakcji z obydwoma tymi zwigzkami (Rysunek 49B) i reakcji dla
samego kwasu galusowego (Rysunek 50B). Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze kwas
galusowy jest glownym substratem dla HRP w tych uktadach, a produkt jego utlenienia nie
tworzy nowego chromoforu z 4-aminoantypiryng. Widma zarejestrowane w czasie utlenienia
kwasu kawowego i hispidyny w obecnosci DHBS (Rysunek 52D i F) byty bardzo podobne do

widm zarejestrowanych w czasie utlenienia samych zwigzkéw badanych (Rysunek 50C i E).
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Rysunek 52. Utlenienie kwasu galusowego (A, B), kwasu kawowego (C, D) i hispidyny (E, F)
W obecnosci 4-aminoantypiryny (A, C, E) lub DHBS (B, D, F) przez HRP. Mieszaniny
reakcyjne sktadaty sie¢ z 50 uM badanego zwigzku, 50 uM H2O2, 3,0 pg/ml HRP i 50 uM
4-aminoantypiryny lub 100 uM DHBS. Widma mieszanin reakcyjnych byty zarejestrowane
przed dodaniem enzymu (0), od razu po dodaniu enzymu (0’) i po czasie (w minutach)
podanym przy kazdej krzywe;j.

Obecnos¢ DHBS nie wptywa wigc na ich utlenienie. Jednak widma zarejestrowane w czasie
utlenienia kwasu kawowego i hispidyny w obecnosci 4-aminoatypiryny (Rysunek 52C i E)
byly zblizone do widm uzyskanych w czasie reakcji Trindera w obecnosci tych dwoch
zwigzkoéw (Rysunek 49C i D). Wyniki te wskazuja, ze produkty utlenienia kwasu kawowego
I hispidyny reaguja z 4-aminoantypiryng dajac niestabilne produkty sprz¢zenia. W przypadku

reakcji z kwasem kawowym mozna przejsciowo zaobserwowa¢ pasmo absorpcji z maksimum
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przy 470 nm, ktore jednak szybko zanika. W przypadku reakcji z hispidyng takiego pasma si¢
nie obserwuje — prawdopodobnie powstajacy chromofor rozpada si¢ zbyt szybko. Wyniki te sg
zblizone ztymi uzyskanymi niedawno w naszym zespole przez Martyng Mytnik, ktora
testowala kwasy hydroksycynamonowe jako alternatywne substraty dla reakcji Trindera [144].
Kwas p-kumarowy, kwas m-kumarowy, kwas ferulowy i kwas izoferulowy réwniez dawaty
niestabilne produkty sprze¢zenia z 4-aminoantypiryna.

Aby potwierdzié, ze to grupa katecholowa hispidyny jest utleniana przez HRP, a nie
pierscien 2-hydroksy-4-piranonowy, jak to poprzednio postulowano [115], przeprowadzono
utlenienie hispidyny za pomocg nadjodanu sodu — utleniacza standardowo stosowanego do
utleniania katecholi [143]. Widma produktéw po utlenieniu nadjodanem sodu (Rysunek 53)

byty identyczne z widmami produktow utlenienia przez HRP (Rysunek 50E).

Absorbancja

0,0

200 300 400 500 600 700 800
Diugosé fali (nm)

Rysunek 53. Utlenienie hispidyny nadjodanem sodu. Mieszanina reakcyjna sktadata si¢
z50 uM  hispidyny 150 uM nadjodanu sodu. Widmo mieszaniny reakcyjnej byto
zarejestrowane przed dodaniem nadjodanu sodu (0), od razu po dodaniu nadjodanu sodu (0)
I po czasie (w minutach) podanym przy kazdej krzywe;j.

Dodatkowo dla sprawdzenia czy 4-aminoantypiryna reaguje z produktami utlenienia
tych zwigzkoéw czy raczej z ich rodnikami przeprowadzono utlenienie badanych zwigzkoéw
nadjodanem i w momencie zakonczenia tej reakcji dodano 4-aminoantypiryny. Dodanie tego
zwigzku do kwasu galusowego utlenionego nadjodanem sodu nie spowodowato zmian
w widmach (Rysunek 54A), co oznacza, ze produkty utlenienia nie ulegaja reakcji
z 4-aminoantypiryng. Dodanie kolejnej porcji nadjodanu spowodowato jedynie dalsze
utlenienie kwasy galusowego, o czym s$wiadczy bardzo podobny ksztatt widm utlenienia
samego kwasu galusowego (Rysunek 50B). W przypadku utlenionego kwasu kawowego
dodanie 4-aminoantypiryny powoduje przesunigcie batochromowe (Rysunek 54B). Zanika

pasmo o-chinonu obecne przy utlenieniu samego kwasu kawowego (Rysunek 50C), czyli
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utleniony kwas kawowy jest zdolny do reakcji z tym zwiazkiem, ale powstajacy produkt jest
nietrwaty. Dodanie kolejnej porcji nadjodanu powoduje odtworzenie tego zwiazku, o czym
$wiadczy ponowne pojawienie si¢ absorbancji w tym zakresie, i ponownie zwigzek ulega
rozpadowi. Produkt utlenienia hispidyny rozpada si¢ bardzo szybko, dlatego w momencie
dodania 4-aminoantypryny nie jest on juz obecny w mieszaninie (Rysunek 54C). Dodanie
kolejnej porcji nadjodanu nie powoduje pojawienia si¢ pasma charakterystycznego dla
produktu utlenienia hispidyny (Rysunek 50E), a jedynie podniesienie absorbancji w szerokim
zakresie co odpowiada zdegradowanemu produktowi utlenienia hispidyny (Rysunek 50F).
Dlatego nie mozna stwierdzi¢ czy 4-aminoantypiryna reaguje z hispidyna dajac produkt

o takim widmie, czy obecnos¢ tego zwigzku przyspiesza rozpad utlenionej hispidyny.
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Rysunek 54. Reakcje utlenionego nadjodanem sodu kwasu galusowego (A), kwasu kawowego
(B) i hispidyny (C) z 4-aminoantypiryng. Mieszaniny reakcyjne zawieraty 50 uM badany
zwigzek, 50 uM nadjodan sodu. W trzeciej minucie reakcji dodano 50 uM 4-aminoantypiryne
aw szostej minucie dodano 50 puM nadjodan sodu. Odczynniki dodawano w porcjach
stanowigcych 1% objetosciowy mieszaniny reakcyjnej. Widma mieszanin reakcyjnych byty
zarejestrowane przed dodaniem nadjodanu sodu (0), od razu po dodaniu pierwszej porcji
nadjodanu sodu (0’) i po czasie (w minutach) podanym przy kazdej krzywej.
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4.5. Reakcje z metimazolem i jego analogami selenowymi

Badania wptywu kwasu galusowego i hispidyny na reakcje katalizowane przez HRP
prowadzono w poszukiwaniu potencjalnych lekow przeciw nadczynnosci tarczycy [115]. HRP
zostala w nich zastosowana jedynie jako enzym modelowy dla peroksydazy tarczycowej,
ktérej nadmierna aktywno$¢ jest najwazniejsza przyczyng podwyzszonego stezenia hormonow
tarczycowych. Inhibitory tego enzymu, takie jak metimazol i 6-n-propylo-2-tiouracyl
(Rysunek 55), stosowane sg w leczeniu nadczynnosci tarczycy od ponad 70-ciu lat,
a poszukiwania nowych zwigzkéw o takiej aktywnosci ciaggle trwajg [11]. Poniewaz
peroksydaza tarczycowa, jako enzym blonowy, jest trudna w izolacji i niestabilna, najczescie;j
stosuje si¢ w tych badaniach enzymy modelowe. Duzo lepszym modelem niz peroksydaza
chrzanowa jest jednak laktoperoksydaza, ktéora wykazuje podobna do TRP aktywno$¢
katalityczng (m.in. zdolno$¢ utlenienia jonow bromkowych, jodkowych i rodankowych)
i podobng wrazliwo$¢ na inhibitory. Najczgéciej jako substrat LPO stosuje si¢ w tych
badaniach kwas 2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6 sulfonowy) (ABTS). Tak byto miedzy
innymi w badaniach wptywu selenowych analogéw lekow przeciwtarczycowych (Rysunek 55)
na aktywnos$¢ LPO [116,145-148]. Leki przeciwtarczycowe i ich selenowe analogi wystepuja
gtownie w formach tionowych i selonowych, jednak wystepuja one w rownowadze z formami
tiolowymi i selenolowymi [145]. Poniewaz redukcja kationorodnika ABTS przez tiole jest
znana od dawna [149,150], wydawato nam si¢, ze rowniez selenole powinny ulega¢ takiej
reakcji. Przeprowadzilismy wigc reakcje 6-n-propylo-2-tiouracylu, metimazolu i selenowych
analogbw metimazolu z kationorodnikiem ABTS wygenerowanym chemicznie przez

utlenienie ABTS nadsiarczanem potasu [151].
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6-n-propylo-2-tiouracyl metimazol 1 2 3
1 1-metylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selon
2 1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenid
3 1,3-dimetylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selon

Rysunek 55. Struktury lekow przeciwtarczycowych i selenowych pochodnych metimazolu.
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Wszystkie zwigzki szybko reagowaly z ABTS™, ale przebieg tych reakcji byt rozny
(Rysunek 56). Dodatek metimazolu powodowal natychmiastowe obnizenie absorbancji
odpowiadajace redukcji okoto 1,2 rownowaznika ABTS™, co wskazuje na przewazajace
tworzenie si¢ jego disiarczku w poczatkowej fazie, po ktore] nastgpowal dalszy spadek
absorbancji ze znacznie mniejsza szybkoscig. Nie jest mozliwe ustalenie doktadnej
stechiometrii na podstawie pomiarow spektrofotometrycznych, ze wzgledu na zakres
wyznaczonego wspotczynnika absorpcji ABTS™ w obszarze 414-415 nm, ktory miesci sig
w przedziale od 31100 do 36000 Mt x cm™ [152]. Zachowanie analogéw selenowych byto
inne niz metimazolu. Dodatek 1-metylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selonu i 1,2-bis(1-
metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu do ABTS"" spowodowal gwattowny spadek absorbanc;ji
odpowiadajacy okoto odpowiednio 4 i 6 réwnowaznikom ABTS'. Dalej absorbancja

pozostawala stabilna do momentu zakonczenia pomiaru. Dla pochodnej dimetylowej
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Rysunek 56. Redukcja kationorodnika ABTS przez metimazol (A) 1-metylo-1,3-dihydro-2H-
imidazolo-2-selon (B), 1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenid (C) lub 1,3-dimetylo-
1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selon (D). Mieszaniny reakcyjne zawieraty okoto 25 uM ABTS'™"
I badane zwiazki o stezeniu podanym przy kazdej krzywe;.
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(1,3-dimetylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selonu)  gwaltowny  spadek  absorbancji
odpowiadat okoto 2 réwnowaznikom ABTS™, po czym nastepowal dalszy ale znacznie
wolniejszy spadek, az absorbancja osiggneta warto$¢ podobng do reakcji z 1-metylo-1,3-
dihydro-2H-imidazolo-2-selonem.  1-Metylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selon jest nie
stabilny na powietrzu, aw reakcji utlenienial,3-dimetylo-1,3-dihydro-2H-imidazol-2-
selenonu nie tworzyty sie stabilne produkty. Dlatego pomiary NMR przeprowadzono jedynie
dla 1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu, ktory jest stabilnym produktem utlenienia
1-metylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selenonu  tlenem atmosferycznym. Reakcje te
przeprowadzono generujgc kationorodnik ABTS w niskim stezeniu prze utlenianie ABTS
peroksydaza chrzanowa, poniewaz wysokie stezenie tego rodnika uniemozliwia uzyskanie
dobrej jakosci widm NMR. Poczatkowo reakcje prowadzono w wodzie deuterowanej (bez
buforu. Jednak w tych warunkach wystepowato nakladanie si¢ sygnaléow protonow
aromatycznych substratu i produktow (Rysunki D7-D9). Dlatego w dalszej kolejnos$ci rekcje
przeprowadzono w 100 mM buforze fosforanowym o pH 7,0 (Rysunki D10-D12). W tych
warunkach nastgpito bardzo dobre rozdzielenie sygnatow protonéw aromatycznych substratu
I produktow. W obu uktadach reakcyjnych zaobserwowano bardzo szybkie utlenienie substratu
w jeden dos¢ stabilny produkt, ktory powstawat przed wykonaniem pierwszego widma
10 minut po dodaniu nadtlenku wodoru. Kompletne przeksztatcenie substratu w ten zwigzek
wymagato dodania 3 réwnowaznikéw nadtlenku wodoru. Produkt ten zostal nastepnie
zidentyfikowany dzigki widmom HRMS wykonanym przez dr Bozen¢ Frackowiak-Wojtasek
jako odpowiedni kwas seleninowy (zwigzek 4, Rysunek 57). Ulegat on nastepnie powolnemu
rozktadowi do metyloimidazolu (zwigzek 5, Rysunek 57) i nieorganicznego seleninu. Dla
poréwnania wykonano takze pomiary dla reakcji utlenienia diselenidu samym nadtlenkiem
wodoru (bez enzymu). Stwierdzono powstawanie tych samych produktow, ale szybko$¢
powstawania kwasu seleninowego byta znacznie mniejsza niz w reakcji enzymatycznej
Zudzialem ABTS (rekcja trwata wiele godzin, Rysunek D13). Reakcje z3 lub wigcej
roéwnowaznikami H>O> (Rysunki D8 i D9) daty ilosciowe tworzenie si¢ kwasu seleninowego.
Fakt, ze kwas seleninowy rozkladal si¢ do seleninu i 1-metyloimidazolu, a proces ten
nastepowal nawet przy podstechiometrycznym stezeniu H2O> (Rysunek D10) $wiadczy o0 tym,
ze jego utlenienie do kwasu selenonowego nie jej koniecznym etapem w tym rozktadzie. Taki
przebieg reakcji zaproponowano ostatnio dla utlenienia selenoneiny — selenowego analogu
ergotioneiny, i jego diselenku nadtlenkiem wodoru do N* N N®-trimetylohistydyny, poniewaz
szybkos$¢ rozkladu wzrastata wraz ze wzrostem st¢zenia H2O» [153]. Rozktad kwasu

seleninowego otrzymanego z 1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu réwniez
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nastepowal szybciej, gdy reakcje prowadzono w obecno$ci nadmiaru nadtlenku wodoru
(Rysunek D12). Jednak gdy reakcje prowadzono w wodzie (Rysunki D7-D9), co prowadzito
do zakwaszenia $rodowiska reakcji, zaobserwowano znacznie wolniejszy rozktad kwasu
seleninowego, a szybko$¢ tej reakcji nie byta zalezna od st¢zenia H2O> (Rysunki D7-D9) .
Wyniki te wskazuja, ze w warunkach kwasnych utlenianie kwasu seleninowego do kwasu
selenonowego jest znacznie spowolnione, a udziat tej reakcji w deselenacji znacznie spada.
Kwas seleninowy otrzymany z 1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu zostat szybko
zredukowany przez ditiotreitol (DTT) do selenoimidazolu (Rysunek D14), podobnie jak kwas
seleninowy otrzymany z selenoneiny, ktéry zostat zredukowany do selenoneiny przez DTT
i glutation [153]. Po dodaniu DTT do reakcji z tym zwigzkiem obserwowano powstawanie
ceglasto-czerwonego osadu, a jego ilo$¢ byla proporcjonalna do czasu inkubacji przed
dodaniem s$rodka redukujgcego. Wynik ten jest zgodny z powolnym rozktadem kwasu
seleninowego do seleninu i 1-metyloimidazolu. Zaktadamy wiegc, Zze ten osad to czerwona
odmiana alotropowa selenu powstata z redukcji nicorganicznego selenu. Reakcje utlenienia
1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu kationorodnikiem ABTS oraz redukcji ich
produktow przez DTT zostaty przedstawione na Rysunek 57.
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Rysunek 57. Reakcje selenowego analogu metimazolu z ABTS™ i DTT.
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Sprawdzono takze wplyw selenowych pochodnych metimazolu na reakcje
Trindera. Pochodna monometylowa (1-metylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selenonu)
W umiarkowanym stopniu wptywata na szybko$¢ powstawania chromoforu tej reakcji i na
koncowa warto$¢ absorbancji, natomiast pochodna dimetylowa (1,3-dimetylo-1,3-dihydro-2H-
imidazolo-2-selonu) nie miata zadnego wptywu (Rysunek 58). Wyniki te mozna wyttumaczy¢
szybkoscig tautomeryzacji selono/selenolowej tych zwigzkow — jest ona duzo wigksza dla
pochodnej monometylowej, a jedynie forma selenolowa jest zdolna do redukcji rodnikowych
produktéw posrednich reakcji Trindera. Jednak nawet dla pochodnej monometylowej szybkos¢
tej reakcji jest co najwyzej porownywalna z szybkos$cig sprzggania rodnikow fenoksylowych
i/lub aminoantypirylowych, podobnie jak szybko$¢ redukcji tych rodnikow przez kwas

gentyzynowy, dobesilan wapnia i etamsylat.
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Rysunek 58. Wptyw 1-metylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selonu (A) i 1,3-dimetylo-1,3-
dihydro-2H-imidazolo-2-selonu (B) na formowanie si¢ chromoforu reakcji Trindera,
sktadajacej si¢ z 4-aminoantypiryny i fenolu. Mieszaniny reakcyjne sktadaly si¢ z 50 uM
4-aminoantypiryny, 100 uM fenolu, 50 uM H202 i 0,5 pg/ml HRP bez badanych zwigzkéw
(0 uM), lub z badanymi zwigzkami 0 Stezeniu podanym przy kazdej krzywe;.
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5. Podsumowanie

Pomiary absorbancji przy jednej dlugosci fali to podstawowa metoda stosowana do
monitorowania przebiegu reakcji enzymatycznych, zarébwno do celow badawczych, jak
I zastosowan praktycznych, np. diagnostycznych. Jest ona bowiem prosta, szybka i tania. Nie
wolno jednak zapomina¢, ze absorbancja to jedynie warto$¢ liczbowa bedaca wypadkowa
wlasciwos$ci wszystkich sktadnikow probki. Jesli w probee beda zachodzity reakcje, ktore beda
miaty wpltyw na t¢ wartos¢, nie bedzie ona odzwierciedlata st¢zenia substancji, ktorej pomiar
ma dotyczy¢. Jesli badacz nie bedzie swiadomy tych proceséw, wyniki zostang bt¢dnie
zinterpretowane.

W zespole dr hab. Huberta Wojtaska po raz pierwszy wykryto takie zaktocenia dla
reakcji katalizowanych przez tyrozynaze ponad 20 lat temu. Wykazano woOwczas, ze
fosfonowy analog 3,4-dihydroksyfenyloglicyny, opisany pierwotnie jako silny inhibitor tego
enzymu [154], redukuje jedynie dopachinon, zapobiegajac powstawaniu dopachromu, ktérego
stezenie monitoruje si¢ spektrofotometrycznie w standardowym tescie uzywanym do badania
aktywnosci tego enzymu [155]. Ostatnio wykazaliSmy, ze podobne zjawisko ma miejsce
w przypadku utlenienia L-dopy przez tyrozynaze w obecnosci ryfampicyny [156], ktdra
réwniez zostala opisana jako inhibitor tego enzymu [157]. Takie bledy sg powszechne
w przypadku reakcji katalizowanych przez oksydoreduktazy, a szczegdlnie czgste i wazne w
reakcjach katalizowanych przez peroksydaze chrzanowa, co jest konsekwencja mnogosci
zastosowan tego enzymu. Zafalszowane wartosci absorbancji moga by¢ konsekwencja
dziatania wielu czynnikow. Sama substancja zaktocajagca moze absorbowa¢ w zakresie, w
ktorym dokonuje si¢ pomiaru. Takie zaklocenia s3 jednak tatwe do wykrycia, poniewaz
pomiary spektrofotometryczne sa zazwyczaj wykonywane w zakresie widzialnym, a wigc
substancje powodujace takie zaktocenia musza by¢ barwne. Istotny wplyw na absorbancje
wymaga, aby absorpcja w zakresie pomiarowym tez byla duza, a wigc barwa musi by¢
intensywna, co tatwo zauwazy¢ golym okiem. W tej rozprawie taki efekt wykazano dla
doksorubicyny. Duzo trudniej wykry¢ zaktdcenie, gdy jest ono wynikiem nieprzewidzianych
reakcji chemicznych. W przypadku enzymatycznych testow diagnostycznych moze to by¢
spowodowana albo bezposrednim utlenieniem zwigzkdéw zaklocajacych przez peroksydaze
chrzanowa, albo reakcjami tych zwigzkow z produktami posrednimi lub koncowymi reakcji
reporterowej. W obu przypadkach nastapi zanizenie wartosci absorbancji, jesli produkty
utlenienia zwiazkow zaktocajacych absorbujg w zakresie innym niz dlugos¢ fali stosowana

W pomiarach, lub w tym samym zakresie, ale z mniejszym wspdiczynnikiem absorpcji. W tej
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rozprawie taki efekt wykazano dla kwasu homogentyzynowego, kwasu gentyzynowego,
dobesilanu wapnia, etamsylatu, dobutaminy, kwasu galusowego, kwasu kawowego, hispidyny
I mesalazyny. Bardzo rzadko zdarza si¢, zeby zakldcenia powodowaly podwyzszenie
mierzonej absorbancji, poniewaz taki efekt wymaga naktadania si¢ pasm absorpcji produktu
utlenienia zwigzku zaklécajacego i chromoforu reakcji reporterowej, a wspotczynnik absorpcji
tego pierwszego musi by¢ wiekszy niz tego drugiego. Uktady chromogeniczne zostaty za$ tak
opracowane, aby dawac¢ chromofory o mozliwe wysokich wspotczynnikach absorpcji. W tej

rozprawie nie stwierdzono takiego przypadku.

Wielkos¢ efektu zaklocajacego zalezy od proporcji szybkosci reakcji utlenienia
zwigzku zaktocajacego i powstawania chromoforu reakcji reporterowej. Im wigkszy ten
stosunek, tym zaktocenie wicksze. W tej rozprawie wykazano to na przyktadzie p-difenoli.
Kwas homogentyzynowy, ktory jest szybko utleniany 1 przez peroksydaz¢ chrzanowg i przez
rodnikowe produkty reakcji Trindera, wykazuje silny efekt zakldcajacy, natomiast kwas
gentyzynowy, dobesilan wapnia i etamsylat, ktore sg bardzo wolne utleniane enzym i wolno
przez rodniki fenoksylowe/aminoantypirylowe, wykazuja jedynie umiarkowany efekt. Dla
tych zwigzkow szybkos$ci zardéwno utlenienia enzymatycznego, jak i nieenzymatycznego przez
rodnikowe produkty posrednie reakcji reporterowej zalezata gtownie od ich wlasciwosci
elektrochemicznych (potencjatéw redukcyjnych) wynikajacych z ich struktury (warto$ci
wspolczynnikow Hammetta ich podstawnikow). Jednak nawet jesli te wihasciwosci sa
identyczne, szybko$¢ reakcji utlenienia enzymatycznego bedzie zaleze¢ od innych elementéw
strukturalnych, takich jak czynniki steryczne, polarne i hydrofobowe. W tej rozprawie

wykazano to na przyktadzie dopaminy 1 dobutaminy.

Nalezy zaznaczy¢, ze badania przedstawione w tej rozprawie dotycza tylko reakcji
reporterowej (reakcji Trindera). W przypadku rzeczywistych testow diagnostycznych
kolejnym czynnikiem decydujacym o wielkosci efektu zaktocajacego bedzie proporcja stgzen
zwigzku zaktocajacego i analitu. Efekt ten bedzie wiec szczegoblnie silny dla analitow, ktérych
stezenia fizjologiczne sg mate, takich jak kreatynina (st¢zenie wynoszace 45-90 uM u kobiet
1 60-110 uM u mezczyzn). Zaklocenia beda rowniez istotne dla kwasu moczowego, ktorego
stezenie fizjologiczne waha si¢ w granicach 140-360 UM dla kobiet i 200-430 uM dla
mezezyzn. Z drugiej strony efekt bedzie slaby lub niezauwazalny w przypadku agalitow
wystepujacych w stezeniach milimolowych, takich jak glukoza (ok.5 mM), cholesterol (ok.
5 mM) czy triglycerydow (ok. 1.7 mM). Dlatego tez dla tej ostatniej grupy agalitow zaktocenia
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obserwuje si¢ tylko w przypadku zwigzkéw, ktoére moga osiggngé porownywalne stezenia

W ptynach fizjologicznych, gtdwnie kwasu askorbinowego.
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Streszczenie
Peroksydaza chrzanowa jest zawierajgcg hem oksydoreduktazg, ktora katalizuje reakcje

utlenienia réznych zwigzkow organicznych uzywajac nadtlenku wodoru jako akceptora
elektronéw i protondw. W katalitycznym cyklu peroksydacyjnym enzym ten wystepuje
w trzech stanach: stan podstawowy, zwiazek 11 zwigzek I1. Zwigzek I powstaje po reakcji stanu
podstawowego z nadtlenkiem wodoru. Zwigzek II powstaje po reakcji zwigzku I z jedng
czasteczka substratu redukujacego, a po reakcji z druga czasteczka takiego substratu zwigzek |1
powraca do stanu podstawowego. Enzym ten jest zdolny do utlenienia szerokiej gamy
zwigzkow, a jego izolacja jest relatywnie prosta. Dlatego peroksydaza chrzanowa znalazta
wiele zastosowan praktycznych. Jednym z nich sa enzymatyczne testy diagnostyczne stuzace
do oznaczania stezenia wielu waznych analitow, m.in. kreatyniny, kwasu moczowego,
glukozy, cholesterolu czy tréjglicerydéw. W testach tych peroksydaza chrzanowa katalizuje
tak zwana reakcji Trindera, ktéra obejmuje oksydacyjne sprz¢zenie 4-aminoantypiryny
i fenolu lub jego pochodnych. Rezultatem tej reakcji jest powstanie chromoforu o absorpcji
przy okoto 500 nm, co pozwala na spektrofotometryczne oznaczanie stezenia analitow.
Od czasu wprowadzenia tej metody do diagnostyki medycznej wykryto wiele zwigzkoéw
wplywajacych na uzyskiwane wyniki. Jednak mechanizmy tych zaktocen zostaty ustalone

tylko w nielicznych przypadkach.

W rozprawie wyjasniono mechanizmy zaklocen reakcji Trindera przez kilka grup
zwigzkow. Wykazano, ze w przypadku p-difenoli wielkos¢ zaklocen zalezy od wlasciwosci
elektrochemicznych zwiazkéw (potencjatu redukcyjnego) bedacych konsekwencja ich
struktury. Kwas homogentyzynowy (kwas 2,5-dihydroksyfenylooctowy) wykazat najsilniejszy
efekt zakldcajacy, co wynikato z jego bezposredniego utlenienia przez peroksydaze chrzanowa
i redukcji rodnikowych produktéw posrednich reakcji Trindera z fenolem jako substratem. Dla
kwasu gentyzynowego (2,5-dihydroksybenzoesowego), dobesilanu wapnia i etamsylatu (soli
kwasu 2,5-dihydroksybenzenosulfonowego) tylko ten drugi mechanizm miat istotne znaczenie
i wplyw na reakcje Trindera byl umiarkowany. Dodatkowo sprawdzono wptyw kwasu
homogentyzynowego i dobesilanu wapnia na warianty reakcji Trindera zawierajace
3,5-dichloro-2-hydroksybenzenosulfonian  sodu lub  kwas  3-hydroksy-2,4,6-trijodo-
benzoesowy, ktore sa gorszymi substratami peroksydazy chrzanowej niz fenol. W tych
uktadach wptyw badanych p-difenoli byt silniejszy. Sprawdzono rowniez wpltyw bardziej
ztozonych lekow z ugrupowaniem p-difenolowym: ryfampicyny, mitoksantronu

i doksorubicyny oraz p-aminofenolu: mesalazyny. Sposrod tych zwigzkéw jedynie mesalazyna
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wykazywata umiarkowane zaktdcenia reakcji Trindera, a dla pozostatych zwigzkOw efekt byt
niewielki. Jednak w testach diagnostycznych zaktdcenia te nie powinny mie¢ znaczenia,
poniewaz stezenia tych zwigzkdéw osiagane w ptynach fizjologicznych w standardowych

warunkach sg zbyt niskie.

Zweryfikowano takze mechanizmy zaklocen testow diagnostycznych opartych na
reakcji Trindera przez dopamin¢ i dobutaming, lek stosowany w regulacji pracy serca.
Wykazano, ze obydwa zwigzki w wyniku utlenienia przez peroksydaz¢ chrzanowg tworza
chromofory typu aminochromu. W celu wyjasnienia przyczyny réznych szybkosci utlenienia
tych dwoch zwigzkoéw zsyntezowano pochodng dobutaminy z grupa fenolowa zablokowang
przez metylacj¢. Analiza kinetyczna oraz dokowanie molekularne tych trzech zwigzkéow do
centrum aktywnego peroksydazy chrzanowej pozwolily stwierdzi¢, Zze szybsze utlenienie
grupy katecholowej w dobutaminie niz dopaminie jest konsekwencja dwoch procesow:
1) szybszego utlenienia grupy fenolowej dobutaminy, ktora jest potgczona z grupa aminowa
dhuzszym tancuchem alkilowym niz grupa katecholowa a powstajacy rodnik fenoksylowy
posredniczy w utlenieniu grupy katecholowej, 2) utrudnionego dostepu grupy katecholowej
dopaminy do centrum katalitycznego spowodowanego zakotwiczeniem jej grupa aminowa
W poblizu wejscia do centrum katalitycznego, co odzwierciedla duzo wigksza warto§¢ Km

dopaminy niz dobutaminy.

Zweryfikowano takze doniesienie 0 inhibicji peroksydazy chrzanowej w tescie do oznaczania
kwasu moczowego przez kwas galusowy i hispidyne, bedaca pochodng kwasu kawowego.
Wykazano, ze w warunkach tego testu kwas galusowy, kwas kawowy i hispidyna sa szybko
utleniane do niestabilnych produktow. Reakcje te hamuja powstawanie produktow reakcji
Trindera, a wigc obnizaja warto§ci absorbancji mierzonej w tym tescie. Stwierdzono,
ze podobne zjawisko miato miejsce rowniez w przypadku selenowych pochodnych metimazolu
w reakcjach utlenienia ABTS przez laktoperoksydaze. Wygenerowano kationorodnik ABTS
przez utlenienie nadsiarczanem sodu i dodano do niego selenowe analogi metimazolu.
Absorbancja tak wygenerowanego rodnika spadata gwaltownie w obecnosci tych zwigzkow,
awiec zwigzki te redukuja jedynie kationorodnik ABTS i nie sg inhibitorami
laktoperoksydazy. Analizujagc przebieg reakcji za pomocg spektroskopii NMR
i wysokorozdzielczej spektroskopii mas zidentyfikowano produkty tych reakcji i ustalono

$ciezke przemian selenowej pochodnej metimazolu.

101



Abstract
Horseradish peroxidase is an oxidoreductase that contains heme and catalyzes oxidation of

various organic compounds using hydrogen peroxide as an acceptor of electrons and protons.
In the peroxidative catalytic cycle the enzyme exists in three states: the ground state, compound
I, and compound Il. Compound | is formed after reaction of the ground state with hydrogen
peroxide. Compound Il is formed upon reaction of compound I with one molecule of a reducing
substrate, and upon reaction with a second molecule of such a substrate, compound Il returns
to the ground state. Horseradish peroxidase is capable of oxidizing a wide range of compounds,
and its isolation is relatively simple. Therefore, it found many practical applications, including
enzymatic diagnostic tests used to determine the concentration of many important analytes,
such as creatinine, uric acid, glucose, cholesterol, and triglycerides. In these assays, horseradish
peroxidase catalyzes the Trinder reaction, which involves the oxidative coupling of
4-aminoantipyrine and phenol or its derivatives. The result of this reaction is the formation of
a chromophore with absorption at approximately 500 nm, which enables spectrophotometric
determination of the concentration of analytes. Since the introduction of this method into
medical diagnostics its interference by many compounds has been detected. However, the
mechanisms of these interferences have only been established in a few cases.

The dissertation explains the mechanisms of interference of the Trinder reaction by several
groups of compounds. It has been demonstrated that in the case of p-diphenols the magnitude
of interference depends on the electrochemical properties of compounds (reduction potential)
which result from their structure. Homogentisic acid (2,5-dihydroxyphenylacetic acid) had the
strongest interfering effect, which resulted from its direct oxidation by horseradish peroxidase
and reduction of radical intermediates of the Trinder reaction with phenol as a substrate. For
gentisic acid (2,5-dihydroxybenzoic acid), calcium dobesilate, and etamsylate (salts of
2,5-dihydroxybenzenesulfonic acid) only the latter mechanism was significant and the effect
on the Trinder reaction was moderate. Additionally, the effect of homogentisic acid and
calcium dobesilate on variants of the Trinder reaction containing sodium 3,5-dichloro-2-
hydroxybenzenesulfonate or 3-hydroxy-2,4,6-triiodobenzoic acid, which are worse substrates
of horseradish peroxidase than phenol, was checked. The influence of the tested p-diphenols
was stronger in these systems. The effect of more complex drugs containing a p-diphenol
group, such as rifampicin, mitoxantrone, and doxorubicin, and a p-aminophenol, such as
mesalazine, was also tested. Among these compounds, only mesalazine showed moderate

interference with the Trinder reaction, and for the remaining compounds, the effect was small.
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However, in diagnostic tests these interferences should not be significant because
the concentrations of these compounds achieved in physiological fluids under standard

conditions are too low.

Mechanisms of interference in Trinder-based diagnostic tests by dopamine and dobutamine,
a drug used to regulate the work of the heart, were also verified. It was shown that both
compounds form aminochrome-type chromophores as a result of their oxidation by horseradish
peroxidase. To explain the different oxidation rates of the catechol groups in these two
compounds, a dobutamine derivative with a phenolic group blocked by methylation was
synthesized. Kinetic analysis and molecular docking of these three compounds to the active
site of horseradish peroxidase led to the conclusion that the faster oxidation of the catechol
group in dobutamine than in dopamine was caused by two processes: 1) faster oxidation of the
phenolic group of dobutamine, which is connected to the amino group by a longer alkyl chain
than the catechol group, and the emerging phenoxyl radical mediates the oxidation of the
catechol group, 2) hindered access of the dopamine catechol group to the catalytic center
caused by its anchoring with an amino group near the entrance to the catalytic center, which is

reflected in the much higher Kn value of dopamine than dobutamine.

Inhibition of horseradish peroxidase observed in the test for the determination of uric acid by
gallic acid and hispidin, a derivative of caffeic acid, was also verified. Gallic acid, caffeic acid
and hispidin have been shown to be rapidly oxidized to unstable products under the conditions
of this test. These reactions inhibit the formation of the Trinder reaction chromophore and thus
reduce the absorbance values measured in this test. It was found that a similar phenomenon
also took place also in the case of selenium analogs of methimazole during oxidation of ABTS
by lactoperoxidase. ABTS cation radical was generated by oxidation with sodium persulfate
and selenium analogs of methimazole were added to it. The absorbance of the radical generated
in this way decreased rapidly in the presence of these compounds. Therefore they only reduce
the ABTS cation radical and are not lactoperoxidase inhibitors. By analyzing the course of the
reaction with NMR spectroscopy and high-resolution mass spectroscopy the products of these
reactions were identified and the pathway of transformation of the selenium analogs of

methimazole was determined.
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Rysunek D1. Widmo *H NMR produktu utlenienia kwasu homogentyzynowego (kwasu
cykloheksa-2,5-dieno-1,4-dionooctowego) w CDCls.
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Rysunek D2. Widmo *C NMR produktu utlenienia kwasu homogentyzynowego (kwasu
cykloheksa-2,5-dieno-1,4-dionooctowego) w CDCls.
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Tabela D1. Porownanie szybkosci reakcji Trindera z fenolem jako substratem bez badanych
prostych p-difenoli i w ich obecno$ci. Szybkos$¢ reakcji zostala obliczona na podstawie
wynikow zuzycia nadtlenku wodoru W czasie pierwszej minuty reakcji. Szybkosci reakcii,
ktére sg statystycznie rozne od szybkosci reakcji kontrolnej zaznaczone sg gwiazdka
(Test Studenta, p<0,01).

Zwiazek Stezenie (UM) Szybkos¢ reakcji (uM/min) | Odchylenie standardowe (uM/min)
0 8,5 0,3
Kwas 20 9,2 13
homogentyzynowy 40 9’9* 18
60 12,4 1,0
80 13,9" 1,2
0 7,3 0,8
20 7,1 2,0
Kwas gentyzynowy 40 6,6 0,7
60 6,5 0,8
80 7,1 1,2
0 7,6 0,3
20 8,4 0,5
Dobesilan wapnia 40 7,1 0,6
60 8,3 1,0
80 7,3 1,0
0 8,2 04
20 8,9 1,0
Etamsylat 40 7,8 0,5
60 8,1 0,7
80 7,8 0,4

Tabela D2. Porownanie szybkosci reakcji Trindera z kwasem 3-hydroksy-2,4,6-trijodo-
benzoesowym jako substratem bez badanych prostych p-difenoli i w ich obecnosci. Szybkos¢
reakcji zostata obliczona na podstawie wynikow zuzycia nadtlenku wodoru w czasie pierwszej
minuty reakcji. Szybkos$ci reakcji, ktdore sg statystycznie r6zne od szybkos$ci reakcji kontrolnej
zaznaczone s3 gwiazdka (Test Studenta, p<0,01).

Zwiazek Stezenie (LM) Szybko$¢ reakcji (WM/min) | Odchylenie standardowe (uM/min)

0 10,8 0,4

Kwas 20 14,8" 0,8
homogentyzynowy 40 20’4: L
60 23,0 0,6

80 30,07 1,2

0 7,7 1,6

20 9,3 1,5

Kwas gentyzynowy 40 12,5 2,5
60 10,0 1,8

80 9,6 0,9
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Tabela D3. Poroéwnanie szybko$ci reakcji Trindera z 3,5-dichloro-2-hydroksybenzeno-
sulfonianem sodu jako substratem bez badanych prostych p-difenoli i w ich obecnosci.
Szybko$¢ reakcji zostata obliczona na podstawie wynikow zuzycia nadtlenku wodoru W czasie
pierwszej minuty reakcji. Szybkosci reakcji, ktore sg statystycznie rézne od szybkosci reakcji
kontrolnej zaznaczone sg gwiazdka (Test Studenta, p<0,01).

Zwiazek Stezenie (UM) Szybkos¢ reakcji (WM/min) | Odchylenie standardowe (1M/min)

0 6,3 0,2

Kwas 20 12,2" 11
homogentyzynowy 40 17’8: 11
60 22,6 0,7

80 29,8" 1,7

0 6,7 1,1

20 8,3 1,1

Kwas gentyzynowy 40 8,8 15
60 7,4 15

80 8,3 1,0

Tabela D4. Szybkosci utlenienia badanych prostych p-difenoli przez peroksydazg chrzanowa.
Szybkosci reakcji zostaly obliczone na podstawie wynikdw zuzycia nadtlenku wodoru
w czasie pierwszej minuty reakcji.

Zwiazek Stezenie Stezenie HRP Szybkos¢ reakcji Odchylenie
Wid (M) (ng/ml, U/ml) (UM/min) standardowe (uM/min)
0,4 (0,08) 3,6 05
50
Kwas 2,0(0,4) 17,8 0,1
homogentyzynowy 0,4 (0,08) 6,4 14
100
2,0 (0,4) 351 15
0,4 (0,08) 3,2 0,8
50
2,0 (0,4) 5,2 0,7
Kwas gentyzynowy
0,4 (0,08) 1,7 03
100
2,0 (0,4) 1.2 0,9
0,4 (0,08) 1,7 05
50
_ _ 2,0 (0,4) 38 1,1
Dobesilan wapnia
0,4 (0,08) 3,6 05
100
2,0(0,4) 17,8 0,1
0,4 (0,08) 6,4 14
50
2,0 (0,4) 35,1 1,5
Etamsylat
0,4 (0,08) 3,2 0,8
100
2,0(0,4) 52 0,7
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Rysunek D3. Widmo 'H NMR metylowanej pochodnej dobutaminy (4-(2-{[4-(4-
metoksyfenylo)butan-2-yloJamino}etylo)-benzeno-1,2-diolu) w DMSO-De.
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Rysunek D4. Widmo *C NMR metylowanej pochodnej dobutaminy (4-(2-{[4-(4-
metoksyfenylo)butan-2-yloJamino}etylo)-benzeno-1,2-diolu) w DMSO-De.
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Rysunek D5. Wykresy Hanesa-Woolfa, na podstawie ktérych wyznaczono parametry
kinetyczne (Km i Vmax) reakcji utlenienia: A — dopaminy, B — dobutaminy, C — metylowanego
analogu dobutaminy.
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Rysunek D7. Widma *H NMR zarejestrowane w czasie reakcji utlenienia ABTS i 1,2-bis(1-
metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu przez HRP w wodzie. Mieszanina reakcyjna zawierata
5 mM badany zwigzek, 10 mM H20; (2 rownowazniki), 100 pM ABTS i 100 pg/ml (20 U/ml)
HRP w D20. Widma zarejestrowano dla samego zwiazku (A), po 10 (B), 30 (C) 1 60 minutach
(D) reakcji zainicjowanej dodatkiem H202. Z powodu naktadania si¢ sygnatlow w regionie
aromatycznym nie zostaty one przypisane.
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Rysunek D8. Widma *H NMR zarejestrowane w czasie reakcji utlenienia ABTS i 1,2-bis(1-
metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu przez HRP w wodzie. Mieszanina reakcyjna zawierata
5 mM badany zwigzek, 15 MM H20: (3 rownowazniki), 100 uM ABTS i 100 pg/ml (20 U/ml)
HRP w D20. Widma zarejestrowano dla samego zwigzku (A), po 10 (B), 30 (C) i 60 minutach
(D) reakcji zainicjowanej dodatkiem H202. Z powodu naktadania si¢ sygnalow w regionie

aromatycznym nie zostaty one przypisane.

111



Q 3 Q9 3
~ N NN )
\/ A
e |
’\{ Se—<\:]
I T T T T 1
73 72 71 “ JJ{
& e
S99 S
— [s2]
$EIT A eLILH &
NINNN ~ NINNNN ™M™ M
J\}U’\'\/\—;W | |
I T T T T T 1
7.50 7.45 7.40 7.35J J“
ENB g
- oo Mo
OWmn<rm [e)) O N Mmoo [ N
NS ™M N Sy @
NNNN ~ NNNNN ™M M
N I ~= \/ C
Oy .O
e
‘/\N \N
M O
I T T T T T 1
7.50 7.45 7.40 7.35J J \
e 4
— oo m o
n P On<smoa DN
£L¥T & IIIIR 2 D
N /
_JJU\'\\JL \N/\N
1 T T 1 \—/
7.50 7.45 7.40 7.35JA JJL
Fey FOY
[SX=] S v
— mMm o
I T T T T T T T T T T T T T T T 1
10 9 8 7 6 4 3 2 1 0

5
f1 (ppm)

Rysunek D9. Widma *H NMR zarejestrowane w czasie reakcji utlenienia ABTS i 1,2-bis(1-
metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu przez HRP w wodzie. Mieszanina reakcyjna zawierata
5mM badany zwigzek, 25 mM H>O; (5 réwnowaznikow), 100 uM ABTS 1100 pg/mi
(20 U/ml) HRP w D20. Widma zarejestrowano dla samego zwigzku (A), po 10 (B), 30 (C)
i1 60 minutach (D) reakcji zainicjowanej dodatkiem H20.. Z powodu naktadania si¢ sygnatow
W regionie aromatycznym nie zostaly one przypisane.
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Rysunek D10. Widma 'H NMR zarejestrowane w czasie reakcji utlenienia ABTS i 1,2-bis(1-
metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu przez HRP. Mieszanina reakcyjna zawierala 5 mM
badany zwigzek, 10 mM H20: (2 rownowazniki), 100 pM ABTS i 100 pg/ml (20 U/ml) HRP
w 100 mM buforze fosforanowy o pH 7,0. Widma zarejestrowano dla samego zwigzku (A), po
10 (B), 30 (C) i 60 minutach (D) reakcji zainicjowanej dodatkiem H2O».
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Rysunek D11. Widma *H NMR zarejestrowane w czasie reakcji utlenienia ABTS i 1,2-bis(1-
metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu przez HRP. Mieszanina reakcyjna zawierala 5 mM
badany zwigzek, 15 mM H>O> (3 rownowazniki), 100 uM ABTS i 100 pg/ml (20 U/ml) HRP
w 100 mM buforze fosforanowy o pH 7,0. Widma zarejestrowano dla samego zwigzku (A), po
10 (B), 30 (C) i 60 minutach (D) reakcji zainicjowanej dodatkiem H2Oo.
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Rysunek D12. Widma 'H NMR zarejestrowane w czasie reakcji utlenienia ABTS i 1,2-bis(1-
metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu przez HRP. Mieszanina reakcyjna zawierala 5 mM
badany zwigzek, 25 mM H202 (5 rownowaznikow), 100 uM ABTS i 100 pg/ml (20 U/ml)
HRP w 100 mM buforze fosforanowy o pH 7,0. Widma zarejestrowano dla samego zwigzku
(A), po 10 (B), 30 (C) i 60 minutach (D) reakcji zainicjowanej dodatkiem H20..
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Rysunek D13. Widma *H NMR zarejestrowane w czasie reakcji utlenienia 1,2-bis(1-metylo-
1H-imidazol-2-ylo)diselenidu przez HRP. Mieszanina reakcyjna zawierata 5 mM badany
zwigzek, 15 mM H202 (3 rownowazniki) w 100 mM buforze fosforanowy o pH 7,0. Widma
zarejestrowano dla samego zwigzku (A), po 10 (B), 60 (C), i 120 minutach (D) reakcji
zainicjowanej dodatkiem H»Ox.
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Rysunek D14. Widma *H NMR produktéw redukcji utlenionego 1,2-bis(1-metylo-1H-
imidazol-2-ylo)diselenidu przez DTT. Badany zwiazek (5 mM, A) inkubowano z 15 mM H;0,
(3 réwnowazniki), 100 uM ABTS 1100 pg/ml (20 U/ml) HRP w 100 mM buforze
fosforanowym o pH 7,0 przez 10 minut (B). Nastepnie dodano DTT aby uzyska¢ koncowe
stezenie 25 mM iod razu zarejestrowano widmo (C). Widmo 1-metylo-1,3-dihydro-2H-
imidazolo-2-selonu pokazane jest dla porownania (D). Wstawki zawierajg zdj¢cia probek.
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