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Zakład Biochemii Wydziału Chemii Uniwersytetu Opolskiego 
od ponad 10 lat zajmuje się analizą reakcji katalizowanych przez ty-
rozynazę (oksydoreduktazę monofenol, L-dopa:O2, EC 1.14.18.1). 
Jest to kluczowy enzym w procesie melanizacji, katalizujący jego dwie 
pierwsze reakcje: o-hydroksylację tyrozyny do 3,4-dihydroksyfenylo-
alaniny (dopy) i utlenienie dopy do dopachinonu (Rys. 1) [1]. 

Rys. 1. Początkowe reakcje szlaku melanizacji [1]

Badania te rozpoczęto od analizy mechanizmu działania inhi-
bitorowego fosfonowych aminokwasów aromatycznych na ten 
enzym. W 1987 r. opisano, że 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 wykazywały takiej aktywności [2]. Dane te zacieka-
wiły Autorów, ponieważ mechanizm działania tyrozynazy [1] w ża-
den sposób nie tłumaczył takich różnic. Przeprowadzono dokład-
ną analizę utleniania naturalnych substratów tyrozynazy (tyrozyny 
i dopy) w obecności tych związków za pomocą metod spektrofoto-
metrycznych i elektrochemicznych i wykazano, że silna inhibicja en-
zymu przez kwas amino-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowy 
jest pozorna. Wyznaczone wcześniej stałe inhibicji zostały obliczo-
ne na podstawie pomiarów spektrofotometrycznych. W analizie re-
akcji katalizowanych przez tyrozynazę rutynowo wykorzystuje się 
pomiary spektrofotometryczne stężenia dopachromu, który nie jest 
produktem reakcji enzymatycznej, ale powstaje z bezpośredniego 
produktu tej reakcji (dopachinonu) w wyniku nieenzymatycznej cy-
klizacji (do leukodopachromu) i utlenienia (Rys. 1). Obie reakcje 
są wrażliwe na działanie czynników nukleofilowych i redukujących. 
Silne nukleofile (np. grupy tiolowe lub aminy) mogą konkurować 
z grupą aminową dopachinonu w jej ataku na układ o-chinonowy. 
Związki redukujące mogą natomiast redukować dopachinon z po-
wrotem do dopy, nie dopuszczając w ten sposób do jego cyklizacji, 
bądź do utlenienia przezeń leukodopachromu. Wszystkie te reakcje 
przeciwdziałają powstaniu dopachromu, a więc, jeśli postęp reakcji 
enzymatycznej jest monitorowany poprzez pomiar jego absorban-
cji, to obserwuje się silny efekt inhibicji. W przypadku fosfonowych 
analogów aminokwasów aromatycznych okazało się, że kwas ami-
no-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowy redukował dopachi-
non utleniając się do odpowiedniego chinonu, który rozpadał się 

następnie do 3,4-dihydroksybenzaldehydu (Rys. 2) [3]. Pochodne 
monofenolowe (kwas amino-(3-hydroksyfenylo)metanofosfonowy 
i kwas amino-(4-hydroksyfenylo)metanofosfonowy) oczywiście nie 
ulegały tym reakcjom, a więc nie obserwowano w ich przypadku 
efektu inhibicji.

Rys. 2. Reakcje zachodzące w mieszaninie zawierającej tyrozynazę, 
dopę i kwas amino-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowy [3]

Zafałszowania w analizie kinetyki reakcji enzymatycznych przez 
nieprzewidziane reakcje utleniania-redukcji dobrze ilustrują wyniki, 
jakie uzyskano w czasie badania wpływu związków z ugrupowaniem 
hydrazynowym na aktywność peroksydaz ssaków. Sól diamoniowa 
kwasu 2,2-azyno-bis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) (ABTS) 
jest standardowo używana do monitorowania aktywności laktope-
roksydazy. Badając aktywność tego enzymu wobec tego substratu 
w obecności karbidopy, leku przeciwko chorobie Parkinsona zawie-
rającego ugrupowanie katecholowe i hydrazynowe, zaobserwowano 
opóźnione pojawienie się produktu utlenienia ABTS (ABTS+•, Rys. 3), 
co mogło świadczyć o tym, że karbidopa jest preferencyjnie utlenia-
na przez ten enzym, aż do jej wyczerpania, albo redukuje ABTS+•. 
Odbarwienie roztworu ABTS+• po dodaniu karbidopy wykazało, 
że ta druga reakcja na pewno przynajmniej częściowo jest odpowie-
dzialna za obserwowaną w przypadku reakcji enzymatycznej lag fazę. 
Przegląd literatury potwierdził, że efekt taki stwierdzono wcześniej 
dla innych reduktorów [4, 5], a ABTS+• jest standardowo używany 
do oznaczania aktywności przeciwutleniającej [6]. Na podstawie tego 
typu pomiarów rutynowo obliczane są parametry inhibicji (Ki, IC50, 
patrz przypadek fosfonowych aminokwasów powyżej). Tymczasem 
z Rysunku 3 wynika jednoznacznie, że wartości tych parametrów 
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będą bardzo różne, w zależności od wybranego czasu pomiaru i za-
kresu stężeń, i wszystkie będą błędne. Taką metodą nie można ich 
po prostu wyznaczyć.

Rys. 3. Zmiany absorbancji przy l=415 nm w czasie utleniania ABTS 
(25 mM) przez laktoperoksydazę wołową (0,1 mM) bez karbidopy (1) 

i w jej obecności: 2–2 mM, 3–4 mM, 4–6 mM, 5–8 mM, 6–10 mM

Podobne przypadki, w których nieprzewidziane reakcje redoks 
doprowadziły do błędnej interpretacji wyników, spotkano jeszcze 
wielokrotnie w literaturze. Zazwyczaj pojawiają się one właśnie wte-
dy, gdy reakcje enzymatyczne (zwykle z udziałem oksydoreduktaz, ale 
nie tylko) są monitorowane spektrofotometrycznie przy jednej długo-
ści fali, według rutynowej metodyki. Tymczasem wielu tych pomyłek 
można by uniknąć, wykonując chociażby widma UV-Vis analizowanych 
mieszanin reakcyjnych lub też rozszerzając analizę o inne metody, 
np. elektrochemiczne lub chromatograficzne. Dalej przedstawiono kil-
ka interesujących przykładów z literatury oraz własnych doświadczeń 
Autorów w tym zakresie.

W 2004 r. jeden z autorów (H.W.) natknął się na artykuł opisujący 
efekt działania tetrahydropterydyn na aktywność tyrozynazy [7], który 
był oczywistą krytyką badań opublikowanych przez innych autorów 
[8]. Zespół brytyjski udowadniał, że tetrahydropterydyny hamują al-
losterycznie aktywność tyrozynazy [7], podczas gdy grupa z Korei Po-
łudniowej wykazała, że inhibicja jest pozorna, a obserwowany efekt 
wynika z redukcji dopachinonu przez tetrahydropterydyny [8]. Pu-
blikacja zespołu brytyjskiego zawierała jednak liczne błędy i niedocią-
gnięcia – w badaniach tych nie zastosowano m.in. pomiarów zużycia 
tlenu, opierając się wyłącznie na punktowych pomiarach spektrofoto-
metrycznych. Skłoniło to autora do napisania artykułu polemicznego 
przedstawiającego te uchybienia oraz brak odniesień do wielu faktów 
opisanych wcześniej w literaturze [9]. Niestety, krytyka ta nie dopro-
wadziła do korekty popełnionych błędów. Wręcz przeciwnie – w od-
powiedzi zespół brytyjski powielił poprzednie błędy i dołożył nowe 
[10]. Co ciekawe, stymulację monofenolazowej aktywności tyrozynazy 
przez tetrahydropterydynę w sposób analogiczny do innych czynników 
redukujących, takich jak np. kwas askorbinowy, zaobserwowano pra-
wie cztery dekady wcześniej [11]. Zjawisko to jest zgodne z modelem 
zaproponowanym przez zespół koreański, a sprzeczne z doniesieniem 
zespołu brytyjskiego.

W swoich badaniach Autorzy niniejszej publikacji postanowili  
wykorzystać reakcje utleniania-redukcji, w których uczestniczyłyby pro-
dukty utlenienia fenoli lub katecholi przez tyrozynazę. Wkrótce po wy-
jaśnieniu mechanizmu „inhibicji” tyrozynazy przez kwas amino-(3,4-
dihydroksyfenylo)metanofosfonowy natknęli się na artykuły opisujące 
zastosowanie tego enzymu do utlenienia hydrazydów aminokwasów 
[12, 13]. Reakcja ta została wykorzystana w syntezie peptydów, jednak 
jej wydajność była bardzo niska. Uznali więc, że proces ten można 
udoskonalić wykorzystując pośrednie utlenienie ugrupowania hydrazy-
dowego przez tyrozynazę, stosując jako przenośnik elektronów fenol 
lub katechol (Rys. 4). Przeprowadzili takie reakcje m.in. z 4-tert-buty-
lokatecholem, który tyrozynaza utlenia do stabilnego 4-tert-butylo-o-
benzochinonu, odpornego na atak nukleofilów, np. wody. W obecności 

śladowych ilości tego katecholu reakcja deprotekcji fenylohydrazydów 
aminokwasów zachodziła wielokrotnie szybciej przy użyciu znacznie 
mniejszych ilości enzymu [14].

Rys. 4. Reakcja zachodząca pomiędzy wygenerowanym enzymatycznie 
4-tert-butylo-o-benzochinonem i fenylohydrazydem aminokwasu [14]

W literaturze pochodne hydrazyny pojawiały się wielokrotnie 
w kontekście reakcji katalizowanych przez tyrozynazę. Enzym ten 
został między innymi zastosowany w biosensorze elektrochemicznym 
do wykrywania pochodnych hydrazyny, zaobserwowano bowiem, 
że wytwarzanie o-chinonów przez ten enzym zostaje zahamowane 
w obecności tych związków [15]. Naturalny hydrazyd aminokwasu, 
agarytyna (5-[2-(4-hydroksymetylo)fenylo]hydrazyd kwasu L-glutami-
nowego), występujący pospolicie w wielu grzybach z rodzaju Agaricus 
(pieczarka), został także opisany jako inhibitor oksydazy polifenolowej 
[16] i procesu melanizacji [17]. W obydwu przypadkach obserwowany 
efekt inhibicji był najprawdopodobniej również pozorny, wynikający 
z redukcji dopachinonu przez pochodne hydrazyny, a nie z bezpo-
średniego wpływu tych związków na aktywność enzymu. W obydwu 
przypadkach błędy w interpretacji wyników znów zostały spowodo-
wane nieznajomością literatury, ponieważ redukcja dopachinonu przez 
pochodne hydrazyny została już opisana dwie dekady wcześniej [18]. 
Niestety, jak to kiedyś powiedział prof. Mirosław Soroka, „uważne czy-
tanie literatury naukowej staje się rzadkością” (patrz przypadek tetra-
hydropterydyn powyżej). Uczeni wolą raczej pisać niż czytać, bo to się 
po prostu opłaca.

Rozpad fenylohydrazydów aminokwasów po ich pośrednim utlenie-
niu przez tyrozynazę nasunął Autorom pomysł zastosowania podobnej 
reakcji do uwalniania związków przeciwnowotworowych z proleków 
przeciwko czerniakowi. Ponieważ tyrozynaza jest enzymem wystę-
pującym tylko w melanocytach, jej zastosowanie do aktywacji takich 
związków było rozważane od dawna [19]. Zaproponowane przez Au-
torów proleki miały się składać z aktywatora (ugrupowania fenolowego 
lub katecholowego utlenianego przez tyrozynazę), efektora w postaci 
leku przeciwnowotworowego (np. iperytu azotowego lub 5-fluoroura-
cylu) i łącznika hydrazynowego. Zanim przystąpili oni do konstrukcji ta-
kich związków, postanowili przeprowadzić reakcje na dostępnym ko-
mercyjnie związku modelowym, zawierającym ugrupowanie fenolowe 
lub katecholowe i hydrazynowe. Wybrali karbidopę, której działanie 
na laktoperoksydazę opisali wcześniej. W wyniku działania tyrozynazy 
na tę alkilową pochodną hydrazyny otrzymali mieszaninę produktów, 
będących wynikiem utlenienia, a następnie usunięcia ugrupowania hy-
drazynowego (kwas 3-(3,4-dihydroksyfenylo)-2-metylopropanowy), 
a także ataku nukleofilowego tego ugrupowania na wygenerowany 
enzymatycznie o-chinon (5,6-dihydroksy-3-metylocinolinę, produkt 
reakcji cyklizacji) [20]. Aby uniknąć reakcji cyklizacji, która konkuro-
wałaby z uwolnieniem efektora z proleku, zdecydowali się przygoto-
wać tylko acylowane pochodne hydrazyny. Zsyntezowali pochodną 
iperytu azotowego – N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N’-
(4-hydroksybenzylo)hydrazynę, przeprowadzili reakcje utlenienia tego 
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skoczeniu głównym produktem był 4-[bis-(2-chloroetylo)amino]ben-
zoesan 5,6-dihydroksy-1H-indazol-1-ylu, powstały w wyniku ataku 
nukleofilowego zacylowanego atomu azotu łącznika hydrazynowego 
na wygenerowany enzymatycznie o-chinon. Przejściowo powstawa-
ła także N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N’-(4-hydroksy-
benzylideno)hydrazyna – najprawdopodobniej w wyniku międzyczą-
steczkowej reakcji redoks pomiędzy o-chinonem i grupą hydrazynową 
cząsteczki substratu, a następnie tautometyzacji powstałego diazenu 
do hydrazonu (Rys. 5) [21]. Żaden z tych związków nie uwalniał jed-
nak efektora przeciwnowotworowego (iperytu azotowego). Zacho-
dzące reakcje okazały się więc zupełnie różne od tych, które Autorzy 
przewidywali i projekt, w zasadzie, zakończył się niepowodzeniem. 
Reakcji cyklizacji raczej nie byli w stanie przewidzieć – wszystkie dane 
literaturowe wskazywały, że nie powinno do niej dojść. Jednak wyni-
ki sugerujące, że tautomeryzacja benzylodiazenu do hydrazonu może 
zachodzić, i to szybciej niż hydroliza, zostały wcześniej opisane [22]. 
Niestety Autorzy, dotarli do nich przypadkowo, gdy projekt był już 
w zasadzie zrealizowany, bo artykuł nie miał bezpośredniego związku 
z tematyką ich badań.

Rys. 5. Reakcje zachodzące podczas utleniania potencjalnego proleku 
przeciwko czerniakowi, N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N’-

(4-hydroksybenzylo)hydrazyny, przez tyrozynazę [21]

Literatura naukowa rozrasta się do rozmiarów, które czasami 
trudno ogarnąć. Uczeni, zarówno autorzy publikacji, jak i recenzen-
ci i redaktorzy czasopism, mają coraz mniej czasu. Badania są więc 
prowadzone i opisywane w coraz większym pośpiechu. Jeśli nic się 
nie zmieni w systemach oceny pracowników naukowych, błędy będą 
coraz bardziej powszechne, a nauka coraz mniej wiarygodna.
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