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Peroksydaza chrzanowa jest zawierajagcg hem oksydoreduktaza, ktora katalizuje reakcje
utlenienia roznych zwigzkow organicznych uzywajac nadtlenku wodoru jako akceptora
elektronow 1 protonow. W Kkatalitycznym cyklu peroksydacyjnym enzym ten wystepuje
W trzech stanach: stan podstawowy, zwiazek I 1 zwiazek I1. Zwiazek I powstaje po reakcji stanu
podstawowego z nadtlenkiem wodoru. Zwigzek II powstaje po reakcji zwigzku I z jedna
czasteczka substratu redukujacego, a po reakcji z drugg czasteczka takiego substratu zwigzek 11
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 s3 enzymatyczne testy diagnostyczne stuzace
do oznaczania stezenia wielu waznych analitow, m.in. kreatyniny, kwasu moczowego,
glukozy, cholesterolu czy trdjglicerydow. W testach tych peroksydaza chrzanowa katalizuje
tak zwang reakcji Trindera, ktora obejmuje oksydacyjne sprzgzenie 4-aminoantypiryny
i fenolu lub jego pochodnych. Rezultatem tej reakcji jest powstanie chromoforu o absorpcji
przy okolo 500 nm, co pozwala na spektrofotometryczne oznaczanie st¢zenia analitow.
Od czasu wprowadzenia tej metody do diagnostyki medycznej wykryto wiele zwigzkoéw
wptywajacych na uzyskiwane wyniki. Jednak mechanizmy tych zaktocen zostaly ustalone

tylko w nielicznych przypadkach.

W rozprawie wyjasniono mechanizmy zakiocen reakcji Trindera przez kilka grup
zwigzkéw. Wykazano, ze w przypadku p-difenoli wielko§¢ zaklocen zalezy od wiasciwosci
elektrochemicznych zwigzkow (potencjalu 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 produktow 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



1 wpltyw na reakcj¢ Trindera byl umiarkowany. Dodatkowo sprawdzono wplyw kwasu
homogentyzynowego 1 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 wptyw bardziej
ztozonych lek6w z ugrupowaniem p-difenolowym: ryfampicyny, mitoksantronu
I doksorubicyny oraz p-aminofenolu: mesalazyny. Sposrod tych zwigzkéw jedynie mesalazyna
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 zwigzkow osiggane w ptynach fizjologicznych w standardowych

warunkach sg zbyt niskie.

Zweryfikowano takze mechanizmy zaktocen testow diagnostycznych opartych na
reakcji Trindera przez dopaming i dobutaming, lek stosowany w regulacji pracy serca.
Wykazano, ze obydwa zwigzki w wyniku utlenienia przez peroksydaze chrzanowg tworza
chromofory typu aminochromu. W celu wyjasnienia przyczyny réznych szybkosci utlenienia
tych dwoch zwigzkow zsyntezowano pochodng dobutaminy z grupa fenolowa zablokowang
przez metylacje. Analiza kinetyczna oraz dokowanie molekularne tych trzech zwigzkow do
centrum aktywnego peroksydazy chrzanowej pozwolity stwierdzi¢, ze szybsze utlenienie
grupy katecholowej w dobutaminie niz dopaminie jest konsekwencjg dwodch procesow:
1) szybszego utlenienia grupy fenolowej dobutaminy, ktora jest potaczona z grupg aminowa
dhuzszym tancuchem alkilowym niz grupa katecholowa a powstajacy rodnik fenoksylowy
posredniczy w utlenieniu grupy katecholowej, 2) utrudnionego dostepu grupy katecholowe;
dopaminy do centrum katalitycznego spowodowanego zakotwiczeniem jej grupa aminowa
W poblizu wejscia do centrum katalitycznego, co odzwierciedla duzo wicksza warto$¢ Km

dopaminy niz dobutaminy.

Zweryfikowano takze doniesienie o inhibicji peroksydazy chrzanowej w tescie do oznaczania
kwasu moczowego przez kwas galusowy 1 hispidyng, bedaca pochodna kwasu kawowego.
Wykazano, ze w warunkach tego testu kwas galusowy, kwas kawowy i hispidyna sa szybko
utleniane do niestabilnych produktéw. Reakcje te hamujg powstawanie produktow reakcji
Trindera, a wiec obnizajg wartosci absorbancji mierzonej w tym tescie. Stwierdzono,
ze podobne zjawisko miato miejsce rowniez w przypadku selenowych pochodnych metimazolu
w reakcjach utlenienia ABTS przez laktoperoksydazg. Wygenerowano kationorodnik ABTS

przez utlenienie nadsiarczanem sodu i dodano do niego selenowe analogi metimazolu.
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Absorbancja tak wygenerowanego rodnika spadata gwaltownie w obecnosci tych zwigzkow,
awigec zwigzki te redukujg jedynie kationorodnik ABTS 1 nie s3 inhibitorami
laktoperoksydazy. Analizujagc przebieg reakcji za pomoca spektroskopii NMR
I wysokorozdzielczej spektroskopii mas zidentyfikowano produkty tych reakcji i ustalono

$ciezke przemian selenowej pochodnej metimazolu.



