Biedy w badaniach reakcji enzymatycznych wynikajgce
z nieprzewidzianych reakcji utleniania-redukciji

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2014, 68, 4, 341-346

Zaktad Biochemii Wydzialu Chemii Uniwersytetu Opolskiego
od ponad 10 lat zajmuje sie analiza reakgji katalizowanych przez ty-
rozynaze (oksydoreduktaze monofenol, L-dopa:O,, EC I.14.18.1).
Jest to kluczowy enzym w procesie melanizacji, katalizujacy jego dwie
pierwsze reakcje: o-hydroksylacje tyrozyny do 3,4-dihydroksyfenylo-
alaniny (dopy) i utlenienie dopy do dopachinonu (Rys. 1) [1].
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Rys. |. Poczatkowe reakcje szlaku melanizacji [1]

Badania te rozpoczeto od analizy mechanizmu dziatania inhi-
bitorowego fosfonowych aminokwaséw aromatycznych na ten
enzym. W 1987 r. opisano, ze kwas amino-(3,4-dihydroksyfenylo)
metanofosfonowy jest silnym inhibitorem tyrozynazy, podczas gdy
pochodne monofenolowe (kwas amino-(3-hydroksyfenylo)meta-
nofosfonowy i kwas amino-(4-hydroksyfenylo)metanofosfonowy)
praktycznie nie wykazywaly takiej aktywnosci [2]. Dane te zacieka-
wity Autoréw, poniewaz mechanizm dziatania tyrozynazy [1] w za-
den sposéb nie ttumaczyt takich réznic. Przeprowadzono doktad-
na analize utleniania naturalnych substratéw tyrozynazy (tyrozyny
i dopy) w obecnosci tych zwiazkéw za pomoca metod spektrofoto-
metrycznych i elektrochemicznych i wykazano, ze silna inhibicja en-
zymu przez kwas amino-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowy
jest pozorna. Wyznaczone wcze$niej state inhibicji zostaty obliczo-
ne na podstawie pomiaréw spektrofotometrycznych. W analizie re-
akeji katalizowanych przez tyrozynaze rutynowo wykorzystuje sie
pomiary spektrofotometryczne stezenia dopachromu, ktéry nie jest
produktem reakcji enzymatycznej, ale powstaje z bezposredniego
produktu tej reakcji (dopachinonu) w wyniku nieenzymatycznej cy-
klizacji (do leukodopachromu) i utlenienia (Rys. ). Obie reakcje
sa wrazliwe na dziatanie czynnikéw nukleofilowych i redukujacych.
Silne nukleofile (np. grupy tiolowe lub aminy) moga konkurowa¢
z grupa aminowa dopachinonu w jej ataku na ukfad o-chinonowy.
Zwiazki redukujace moga natomiast redukowaé dopachinon z po-
wrotem do dopy, nie dopuszczajac w ten sposéb do jego cyklizacji,
badz do utlenienia przezen leukodopachromu. Wszystkie te reakcje
przeciwdziafaja powstaniu dopachromu, a wiec, jesli postep reakc;ji
enzymatycznej jest monitorowany poprzez pomiar jego absorban-
cji, to obserwuije sie silny efekt inhibicji. W przypadku fosfonowych
analogéw aminokwaséw aromatycznych okazato sie, ze kwas ami-
no-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowy redukowat dopachi-
non utleniajac sie do odpowiedniego chinonu, ktéry rozpadat sie
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nastepnie do 3,4-dihydroksybenzaldehydu (Rys. 2) [3]. Pochodne
monofenolowe (kwas amino-(3-hydroksyfenylo)metanofosfonowy
i kwas amino-(4-hydroksyfenylo)metanofosfonowy) oczywiscie nie
ulegaty tym reakcjom, a wiec nie obserwowano w ich przypadku

efektu inhibicji.
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Rys. 2. Reakcje zachodzace w mieszaninie zawierajacej tyrozynaze,
dope i kwas amino-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowy [3]

Zafatszowania w analizie kinetyki reakcji enzymatycznych przez
nieprzewidziane reakcje utleniania-redukcji dobrze ilustruja wyniki,
jakie uzyskano w czasie badania wptywu zwiazkdw z ugrupowaniem
hydrazynowym na aktywnos¢ peroksydaz ssakéw. Sol diamoniowa
kwasu 2,2-azyno-bis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) (ABTS)
jest standardowo uzywana do monitorowania aktywnosci laktope-
roksydazy. Badajac aktywnos¢ tego enzymu wobec tego substratu
w obecnosci karbidopy, leku przeciwko chorobie Parkinsona zawie-
rajacego ugrupowanie katecholowe i hydrazynowe, zaobserwowano
opdznione pojawienie sig produktu utlenienia ABTS (ABTS**, Rys. 3),
co moglo swiadczy¢ o tym, ze karbidopa jest preferencyjnie utlenia-
na przez ten enzym, az do jej wyczerpania, albo redukuje ABTS*".
Odbarwienie roztworu ABTS** po dodaniu karbidopy wykazato,
Ze ta druga reakcja na pewno przynajmniej cze$ciowo jest odpowie-
dzialna za obserwowang w przypadku reakcji enzymatycznej lag faze.
Przeglad literatury potwierdzit, ze efekt taki stwierdzono wczesniej
dla innych reduktoréw [4, 5], a ABTS*" jest standardowo uzywany
do oznaczania aktywnosci przeciwutleniajacej [6]. Na podstawie tego
typu pomiaréw rutynowo obliczane s3 parametry inhibicji (K, IC,
patrz przypadek fosfonowych aminokwaséw powyzej). Tymczasem
z Rysunku 3 wynika jednoznacznie, ze wartosci tych parametréw
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beda bardzo rézne, w zaleznosci od wybranego czasu pomiaru i za-
kresu stezen, i wszystkie beda btedne. Taka metoda nie mozna ich
po prostu wyznaczy¢.

516
T T T EE B EE—— |
0 100 200 300 400 500 600
czas(s)

Rys. 3. Zmiany absorbancji przy A=415 nm w czasie utleniania ABTS
(25 uM) przez laktoperoksydaze wotowa (0,1 M) bez karbidopy (1)
i w jej obecnosci: 2-2 uM, 3-4 uM, 4-6 uM, 5-8 uM, 6-10 uM

Podobne przypadki, w ktérych nieprzewidziane reakcje redoks
doprowadzity do btednej interpretacji wynikéw, spotkano jeszcze
wielokrotnie w literaturze. Zazwyczaj pojawiaja si¢ one wtasnie wte-
dy, gdy reakcje enzymatyczne (zwykle z udziatem oksydoreduktaz, ale
nie tylko) s3 monitorowane spektrofotometrycznie przy jednej dtugo-
Sci fali, wedtug rutynowej metodyki. Tymczasem wielu tych pomytek
mozna by uniknaé, wykonujac chociazby widma UV-Vis analizowanych
mieszanin reakcyjnych lub tez rozszerzajac analize o inne metody,
np. elektrochemiczne lub chromatograficzne. Dalej przedstawiono kil-
ka interesujacych przyktaddw z literatury oraz wtasnych doswiadczen
Autoréw w tym zakresie.

W 2004 r. jeden z autoréw (H.W.) natknat sie na artykut opisujacy
efekt dziatania tetrahydropterydyn na aktywnos¢ tyrozynazy [7], ktory
byt oczywista krytyka badan opublikowanych przez innych autoréw
[8]. Zespdt brytyjski udowadniat, ze tetrahydropterydyny hamuija al-
losterycznie aktywnos¢ tyrozynazy [7], podczas gdy grupa z Korei Po-
tudniowej wykazata, ze inhibicja jest pozorna, a obserwowany efekt
wynika z redukgcji dopachinonu przez tetrahydropterydyny [8]. Pu-
blikacja zespotu brytyjskiego zawierafa jednak liczne btedy i niedocia-
gniecia — w badaniach tych nie zastosowano m.in. pomiaréw zuzycia
tlenu, opierajac si¢ wyfacznie na punktowych pomiarach spektrofoto-
metrycznych. Skfonito to autora do napisania artykufu polemicznego
przedstawiajacego te uchybienia oraz brak odniesien do wielu faktow
opisanych wczesniej w literaturze [9]. Niestety, krytyka ta nie dopro-
wadzita do korekty popetnionych btedéw. Wrecz przeciwnie — w od-
powiedzi zespot brytyjski powielit poprzednie btedy i dotozyt nowe
[10]. Co ciekawe, stymulacje monofenolazowej aktywnosci tyrozynazy
przez tetrahydropterydyne w sposéb analogiczny do innych czynnikow
redukujacych, takich jak np. kwas askorbinowy, zaobserwowano pra-
wie cztery dekady wczesniej [ 1]. Zjawisko to jest zgodne z modelem
zaproponowanym przez zespot koreanski, a sprzeczne z doniesieniem
zespolu brytyjskiego.

W swoich badaniach Autorzy niniejszej publikacji postanowili
wykorzystac reakcje utleniania-redukcji, w ktérych uczestniczytyby pro-
dukty utlenienia fenoli lub katecholi przez tyrozynaze. Wkrétce po wy-
jasnieniu mechanizmu ,,inhibicji” tyrozynazy przez kwas amino-(3,4-
dihydroksyfenylo)metanofosfonowy natkneli sie na artykuty opisujace
zastosowanie tego enzymu do utlenienia hydrazydéw aminokwaséw
[12, 13]. Reakcja ta zostata wykorzystana w syntezie peptydéw, jednak
jej wydajnos¢ byta bardzo niska. Uznali wiec, ze proces ten mozna
udoskonali¢ wykorzystujac posrednie utlenienie ugrupowania hydrazy-
dowego przez tyrozynaze, stosujac jako przenosnik elektronéw fenol
lub katechol (Rys. 4). Przeprowadzili takie reakcje m.in. z 4-tert-buty-
lokatecholem, ktéry tyrozynaza utlenia do stabilnego 4-tert-butylo-o-
benzochinonu, odpornego na atak nukleofiléw, np. wody. W obecnosci
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sladowych ilosci tego katecholu reakcja deprotekgji fenylohydrazydéw
aminokwaséw zachodzita wielokrotnie szybciej przy uzyciu znacznie
mniejszych ilosci enzymu [14].
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Rys. 4. Reakcja zachodzaca pomiedzy wygenerowanym enzymatycznie
4-tert-butylo-o-benzochinonem i fenylohydrazydem aminokwasu [14]

W literaturze pochodne hydrazyny pojawialy sie wielokrotnie
w kontekscie reakeji katalizowanych przez tyrozynaze. Enzym ten
zostal miedzy innymi zastosowany w biosensorze elektrochemicznym
do wykrywania pochodnych hydrazyny, zaobserwowano bowiem,
Ze wytwarzanie o-chinonéw przez ten enzym zostaje zahamowane
w obecnosci tych zwiazkéw [15]. Naturalny hydrazyd aminokwasu,
agarytyna (5-[2-(4-hydroksymetylo)fenylo]hydrazyd kwasu L-glutami-
nowego), wystepujacy pospolicie w wielu grzybach z rodzaju Agaricus
(pieczarka), zostat takze opisany jako inhibitor oksydazy polifenolowej
[16] i procesu melanizacji [17]. W obydwu przypadkach obserwowany
efekt inhibicji byt najprawdopodobniej réwniez pozorny, wynikajacy
z redukgcji dopachinonu przez pochodne hydrazyny, a nie z bezpo-
$redniego wplywu tych zwiazkédw na aktywnos¢ enzymu. W obydwu
przypadkach bfedy w interpretacji wynikéw znéw zostaty spowodo-
wane nieznajomoscia literatury, poniewaz redukcja dopachinonu przez
pochodne hydrazyny zostata juz opisana dwie dekady wczesniej [18].
Niestety, jak to kiedy$ powiedziat prof. Mirostaw Soroka, ,,uwazne czy-
tanie literatury naukowej staje sie rzadkoscia” (patrz przypadek tetra-
hydropterydyn powyzej). Uczeni wola raczej pisa¢ niz czytaé, bo to sie
po prostu optaca.

Rozpad fenylohydrazydéw aminokwaséw po ich posrednim utlenie-
niu przez tyrozynaze nasunat Autorom pomyst zastosowania podobnej
reakcji do uwalniania zwiazkéw przeciwnowotworowych z prolekéw
przeciwko czerniakowi. Poniewaz tyrozynaza jest enzymem wyste-
pujacym tylko w melanocytach, jej zastosowanie do aktywacji takich
zwiazkow byto rozwazane od dawna [19]. Zaproponowane przez Au-
toréw proleki mialy sie skfadac z aktywatora (ugrupowania fenolowego
lub katecholowego utlenianego przez tyrozynaze), efektora w postaci
leku przeciwnowotworowego (np. iperytu azotowego lub 5-fluoroura-
cylu) i tacznika hydrazynowego. Zanim przystapili oni do konstrukgji ta-
kich zwiazkéw, postanowili przeprowadzi¢ reakcje na dostepnym ko-
mercyjnie zwiazku modelowym, zawierajacym ugrupowanie fenolowe
lub katecholowe i hydrazynowe. Wybrali karbidope, ktérej dziatanie
na laktoperoksydaze opisali wczesniej. W wyniku dziatania tyrozynazy
na te alkilowa pochodna hydrazyny otrzymali mieszanine produktéw,
bedacych wynikiem utlenienia, a nastepnie usunigcia ugrupowania hy-
drazynowego (kwas 3-(3,4-dihydroksyfenylo)-2-metylopropanowy),
a takze ataku nukleofilowego tego ugrupowania na wygenerowany
enzymatycznie o-chinon (5,6-dihydroksy-3-metylocinoling, produkt
reakgji cyklizacji) [20]. Aby unikna¢ reakgji cyklizacji, ktéra konkuro-
wataby z uwolnieniem efektora z proleku, zdecydowali si¢ przygoto-
wa¢ tylko acylowane pochodne hydrazyny. Zsyntezowali pochodng
iperytu azotowego — N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N’-
(4-hydroksybenzylo)hydrazyne, przeprowadzili reakcje utlenienia tego
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zwiazku przez tyrozynaze i zidentyfikowali produkty tej reakcji. Ku za-
skoczeniu gtéwnym produktem byt 4-[bis-(2-chloroetylo)amino]ben-
zoesan 5,6-dihydroksy-|H-indazol-1-ylu, powstaly w wyniku ataku
nukleofilowego zacylowanego atomu azotu facznika hydrazynowego
na wygenerowany enzymatycznie o-chinon. Przejsciowo powstawa-
ta takze N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N’-(4-hydroksy-
benzylideno)hydrazyna — najprawdopodobniej w wyniku miedzycza-
steczkowej reakcji redoks pomigdzy o-chinonem i grupa hydrazynowa
czasteczki substratu, a nastepnie tautometyzacji powstatego diazenu
do hydrazonu (Rys. 5) [21]. Zaden z tych zwiazkéw nie uwalniat jed-
nak efektora przeciwnowotworowego (iperytu azotowego). Zacho-
dzace reakcje okazaty si¢ wiec zupetnie rézne od tych, ktére Autorzy
przewidywali i projekt, w zasadzie, zakoriczyt sie¢ niepowodzeniem.
Reakcji cyklizacji raczej nie byli w stanie przewidzie¢ — wszystkie dane
literaturowe wskazywaty, ze nie powinno do niej dojs¢. Jednak wyni-
ki sugerujace, ze tautomeryzacja benzylodiazenu do hydrazonu moze
zachodzi¢, i to szybciej niz hydroliza, zostaty wczesniej opisane [22].
Niestety Autorzy, dotarli do nich przypadkowo, gdy projekt byt juz
w zasadzie zrealizowany, bo artykut nie miat bezposredniego zwiazku

z tematyka ich badan.
N oas Q;L
OH \ /

o) 'S
o g; / N ii

fyrozynaza

oS

| e /

\lymzynaza tyrozynaza?,
o
Ch
R
HO OH

Rys. 5. Reakcje zachodzace podczas utleniania potencjalnego proleku
przeciwko czerniakowi, N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N’-
(4-hydroksybenzylo)hydrazyny, przez tyrozynaze [21]

Literatura naukowa rozrasta si¢ do rozmiardéw, ktére czasami
trudno ogarna¢. Uczeni, zaréwno autorzy publikacji, jak i recenzen-
ci i redaktorzy czasopism, maja coraz mniej czasu. Badania sa wiec
prowadzone i opisywane w coraz wigkszym pospiechu. Jesli nic sig
nie zmieni w systemach oceny pracownikéw naukowych, btedy beda
coraz bardziej powszechne, a nauka coraz mniej wiarygodna.
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