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Streszczenie

Allosteryczne biatko peroksydazy chrzanowej (HRP) wykazuje dwa gléwne typy aktywnosci: peroksydazowa
(zalezna od obecnosci nadtlenku wodoru) i oksydazowsa (zalezng od ilo$ci tlenu), ktore determinuja wplyw ni-
skoczasteczkowych efektorow. Testowano dziatanie bardzo wysokich rozcienczen fenolu na aktywnos¢ HRP w
oparciu o metody kolorymetryczne i luminometryczne. Rozcienczenia fenolu sporzadzano w wyniku systema-
tycznego rozcienczania fenolu w 75% etanolu. Wyniki wskazaly, ze wysokie rozcienczenia fenolu, rowniez te
ponizej wartosci statej Avogadro, moga aktywowa¢ lub hamowa¢ aktywnos¢ HRP zaréwno w reakcji oksyda-
zowej, jak i peroksydazowej, zgodnie z przebiegiem sinusoidy. Wartos¢ statej Michaelisa (Km) mierzona wobec
substratow peroksydazy, o-dianizydyny i H,O,, zmieniata sie zgodnie z tymi dwoma typami aktywnosci; mak-
simum aktywnosci peroksydazowej odpowiadato minimum aktywnos$ci oksydazowej i odwrotnie. Efekt ten
zalezat takze od rodzaju rozcienczalnika. Obserwacje oscylacji badanych aktywnosci, zaleznych od stopnia roz-
cienczenia fenolu i czasu wspolnego oddziatywania z enzymem, prowadza do wniosku, ze HRP moze by¢ do-
brym modelem dla badania wptywu wysokich rozcienczen na struktury biologicznie aktywne. Eksperymenty
dowiodtly, ze HR-peroksydaza jest bardzo wrazliwym detektorem subtelnych zmian w st¢zeniu fenolu, spetniaja-
cego rolg kofaktora w reakcji peroksydazowo-oksydazowej.

Stowa kluczowe: HR-peroksydaza, reakcja P-O, fenol, hormeza, homeopatia, wysokie rozcienczenia.

Wstep w zyciu komorki, molekularny metabolizm H,0,
jest nadal dyskutowany. Peroksydazy naleza do
najsilniejszych destruktorow nadtlenku wodoru.
Sa one egzoenzymami z grupy oksydoreduktaz,
katalizujacych utlenianie réznych fenolowych
aromatow przez nadtlenek wodoru w obecnosci
tlenu (4). Roznicowanie peroksydaz odbywa si¢
na podstawie rodzaju substancji fenolowej, zasto-
sowanej jako substrat. W materiale roslinnym i
grzybowym wystepuje kilka rodzajow tych enzy-
mow (5), ale najpowszechniejsza jest peroksydaza
izolowana z chrzanu (HR-peroksydaza). Wg kla-
syfikacji migdzynarodowej wystepuje ona pod
numerem E.C.1.11.1.7 i katalizuje tlenowe prze-
ksztalcenia fenoli i aminofenoli w obecnosci nad-
tlenku wodoru (6). Jej potencjal utleniajaco-
redukujacy pary jonow zelaza Fe(Ill)/Fe(Il) w

W komoérkach zywych organizméw metabo-
lizm tlenowy jest $cisle zwiazany z obecno$cia
nadtlenku wodoru (H,0,), czasteczki, ktora gra
zasadnicza role w detoksykacji $rodowiska i
funkcjonuje jako tacznik pomigdzy katabolizmem
i anabolizmem (1). Ta mata czasteczka jest bardzo
ruchliwa i tatwo przenika biologiczne btony. Re-
gulacja przepuszczalno$ci blon wobec roéznych
rodnikow tlenowych moze stuzy¢ ochronie przed
stresem tlenowym (2). Jak wykazali Antunes i
Cadenas (3), submikromolarne ilo$ci nadtlenku
wodoru sa istotne dla indukcji subtelnych bio-
chemicznych zdarzen, takich jak na przyktad pro-
cesy apoptotyczne. Jednak, pomimo duzej empi-
rycznej wiedzy na temat istotnej roli tej czasteczki
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centrum aktywnym jest najnizszy sposrod enzy-
mow o funkcji peroksydazowej, takich jak perok-
sydaza ligninowa, peroksydaza cytochromu C,
czy peroksydaza mangano-zalezna (7). HR-
peroksydaza wspoélpracuje z innymi zespotami
enzymatycznymi o funkcjach antystresowych i
antyutleniajacych, takich jak dysmutaza ponad-
tlenkowa, oksydaza NADH, oksydaza glukozy,
laktaza 1 wiele innych, ktére sa konkurencyjne
wzgledem fenolowych substratow. Taka wielo-
sktadnikowa detoksykacja, obejmujaca rozktad
nadtlenku wodoru i naturalnych fenoli, moze mie¢
znaczenie praktyczne (8).

Ujawnienie podwojnej katalitycznej roli pe-
roksydazy, opisanej w detalach przez Bronnikova,
Olsena i Schaffera (9, 10), pomogto rozpoznac
oscylacyjny charakter reakcji peroksydazowo-
tlenowej (PO). Zgodnie z Hauserem i wsp. (6)
oraz Olsenem i wsp. (11), reakcje te wykazuja
nature biologicznego oscylatora i moga by¢ mo-
dyfikowane przez r6zne metaboliczne wspotsub-
straty (12). Wsrdd takich aktywatorow utatwiaja-
cych oscylacje typu PO wyrdzniaja si¢ zwlaszcza
wazne biologicznie zwiazki aromatyczne. Sa to
pochodne kwasu p-hydroksybenzoesowego, natu-
ralne i syntetyczne substancje fenolowe (np. leki)
(13), pochodne tryptofanu, w tym réwniez mela-
tonina, czyli hormon szyszynki u kregowcow,
silnie zwiazana z funkcjonowaniem rytméw do-
bowych i sezonowych u zwierzat i ludzi. Wszyst-
kie te zwiazki sa rozpoznawane jako substraty dla
jedno-elektronowej redukcji, katalizowanej przez
HRP (14,15). Wér6d wielu substratow zwlaszcza
gwajakol i orto-dianizydyna sg najczesciej stoso-
wane w testach kolorymetrycznych do wykrywa-
nia obecno$ci HRP (16), a takze graja role w
ochronie centrum aktywnego tego enzymu (13).
Inni autorzy, wérdd nich Nicell 1 Wright (17) oraz
Walderrama i wsp. (5) podkreslaja, ze nawet kata-
lityczne ilo$ci nadtlenku wodoru moga wtérnie
hamowa¢ wszystkie rodzaje peroksydaz i innych
waznych hemoprotein. Sa znane takze inne biolo-
gicznie aktywne substancje, jak kwas askorbino-
wy (12), ktoére graja pozytywna rolg¢ w regulacji
oscylacji typu PO, ochraniajac enzym przed szko-
dliwym dziataniu tlenu.

Taurog i inni (18) doniesli o matych ilosciach
fenoli, obecnych w srodowisku reakcji, ktore byty
zdolne do zmiany katalitycznych aktywnosci pe-
roksydaz, co ujawniato si¢ jako zmiana w dtugo-
$ci absorbowanej fali $wiatta. Autorzy wykazali,
ze katechol zmieniat kolor mieszaniny reakcyjnej
z brazowego na niebieski w wyniku tworzenia si¢
bifenochinonu podczas rutynowej reakcji z gwa-

jakolem. Doegre i wsp. (16) badali doktadnie
mechanizm takich reakcji 1 stwierdzili, ze konco-
wy kolor powstajacy podczas reakcji peroksydazy
z fenolowymi substratami jest determinowany
przez fenolowe rodniki tlenowe. Inna aromatycz-
na substancja, luminol (3-amino-ftalohydrazyd),
takze okazata si¢ przydatna w oznaczaniu aktyw-
nosci HR-peroksydazy metodami luminescencyj-
nymi, ktére wykorzystuja efekt pojawiania sie
dwuanionowych rodnikow, zwiazanych z ekscy-
tacja $wiatta. Niektore pochodne fenolowe, jak
para-jodofenol, kwas para-kumarowy, fenol czy
anilina, podwyzszaja efekt luminescencji w reak-
cji luminalu z HR-peroksydaza (19).

W naszej wczesniejszej pracy przedstawilismy
wyniki oznaczen kolorymetrycznych wykazujace
zmiany oscylacyjne w aktywnos$ci peroksydazo-
wej w obecnosci wysoko rozcienczonych wybra-
nych zwiazkow fenolowych w eksperymentach
z grzybnia grzybow, hodowanych w laboratorium
lub z czystymi enzymami (20, 21). Analizujac
dziatanie 19 réznych substancji fenolowych, ktore
poddano szeregom rozcienczen, na aktywnos¢
czystej HR-peroksydazy, zaobserwowaliSmy in-
dywidualny wzor oscylacji dla poszczegolnych
zwiazkow fenolowych, je§li enzym pozostawal
przez kilka godzin pod dziataniem tych rozcien-
czen. Wérod otrzymanych wzorcéw oscylacyj-
nych, rozcienczenia fenolu oraz kwaséw i aldehy-
dow  wanilinowych (wszystkie ~wymienione
zwiazki aromatyczne posiadaja jedna grupeg -OH —
red.) produkowaly bardzo symetryczne sinuso-
idalne krzywe, ktorych maksima i minima poja-
wialy si¢ w analogicznych przedziatach rozcien-
czen, co podlegalo matematycznej weryfikacji
(21). Wyniki te otrzymano stosujac prosty test
kolorymetryczny oznaczania aktywnosci HRP z
orto-dianizydyna 1 nadtlenkiem wodoru jako
wspotsubstratami. Sktonity nas one do prowadze-
nia dalszych badan nad wptywem kolejnych roz-
cienczen fenolu na aktywno$¢ czystej HR-
peroksydazy, przy zastosowaniu zaréwno metod
kolorymetrycznych, jak i luminescencyjnych.

Materialy i metody

Materiaty

Wszystkie oznaczenia byly prowadzone z wy-
korzystaniem  handlowo  dostgpnej HR-
peroksydazy o wskazniku aktywnosci RZ=3
(RZ=A403/A275nm), zakupionej w firmie SIG-
MA. Roztwor wyjsciowy przygotowano w 0,1 M
buforze octanowym, pH 5.5, i przechowywano w
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temp -10 °C. Przed uzyciem roztwor ten rozcien-
czano do RZ=2. Fenol o wysokiej czystosci po-
chodzit z firmy Loba-Chemie, Wieden, Austria, i
byt redestylowany przed uzyciem.

Sporzadzanie rozcienczen fenolu 1 rozcien-
czalnikow

Kolejne rozcienczenia fenolu przygotowywano
w 75% etanolu lub, poréwnawczo, w wodzie de-
stylowanej, w 31 seryjnych iteracjach (krokach),
jak to opisano w poprzedniej pracy (21). Wyj-
$ciowe stgzenie fenolu wynosito 1 mol/l i podle-
gato kolejnym rozcienczeniom w stosunku 1:100.
W postegpowaniu rutynowym 10 ul wyjscioweg0
roztworu przenoszono do 990 ul rozcienczalnika i
wstrzasano recznie 10x w ruchu pionowym (22,
23). Otrzymany roztwor Ph 1 (pierwszy setny
roztwor fenolu; ang. phenol) byt rozcienczany tak
jak poprzednio. Roztwor Ph 2 rozcienczano do
Ph 3 i tak postgpowano kolejno az do uzyskania
rozcienczenia Ph 31. Dla kontroli podobne postg-
powanie przeprowadzono dla 75% alkoholu oraz
wody destylowanej jako roztworow wyjsciowych.
Ostatecznie otrzymano 4 szeregi rozcienczen:
dwa dla fenolu, oznaczone jako Pha (alkohol) i
Phw (woda) oraz po jednym dla destylowanej
wody (W) oraz 75% etanolu (A), wszystkie spo-
rzadzone w tych samych warunkach laboratoryj-
nych.

Wstepna inkubacja HRP z rozcienczeniami fe-
nolu, etanolu i wody

Procedura inkubacji byla analogiczna dla
wszystkich czterech serii rozcienczen. Standardo-
wo dwa mililitry roztworu HRP mieszano z 200 ul
odpowiedniego rozcienczenia i po 4 godzinach
(maksymalnie po 24, w zaleznosci od czasu trwa-
nia eksperymentu) oznaczano aktywnos¢ enzymu
metoda kolorymetryczna lub luminometrycznie.

Oznaczanie aktywno$ci HRP

Pomiar spektrofotometryczny

Wykorzystanie metody kolorymetrycznej z or-
to-dianizydyna jako donorem protonow (24) zo-
stalo opisane w poprzednich pracach (20, 21).
Pomiary spektrofotometryczne prowadzono na
aparacie Varian Cary 2 przy 469 nm w 25 °C.
Mieszanina reakcyjna zawierata 0.2 ml proby, 2.8
ml buforu octanowego (pH 5.5), 3 mmole H,0, i
12 mmoli orto-dianizydyny. Aktywnos$¢ wyrazano

w nkatalach w przeliczeniu na litr na podstawie
oznaczonego doswiadczalnie wspotczynnika ab-
sorbancji.

Pomiar luminometryczny

Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z 0.5 ml ba-
danej proby HRP (po inkubacji z odpowiednimi
rozcienczeniami fenolu lub rozcienczalnika), 0.5
ml wody destylowanej. 100 ul roztworu luminolu
(2.5 mmoli) i 50 ul H,O, (3 mmole). Pomiary
prowadzono w temp 25 °C bezposrednio po doda-
niu nadtlenku wodoru. Chemoluminescencja byta
mierzona co 10 sec. w aparacie Lumat LB 9507
(Berthold Technologies). Wyniki usredniano z 3
powtorzen. Poniewaz standardowe odchylenie
(SD) zazwyczaj nie przekraczato 200 jednostek
RLU, nie zostalo uwidocznione na wykresach.
Dla adjustacji ksztattu sinusoidy na krzywych
eksperymentalnych przeprowadzono rekalkulacje
z wykorzystaniem parametréw rownania 'y = yo +
A cos (Bn —y) (kiedy n jest liczba iteracji) z algo-
rytmem Levenberga-Marquardta w metodzie naj-
mniejszych kwadratow (25) zgodnie z poprzed-
nim opisem (21).

Kinetyka i oznaczenia statej Km

Zaleznosci kinetyczne dla HRP okreslono po
4 godz. inkubacji z 6 rozcienczeniami fenolu,
wybranymi z serii Pha na podstawie pomiarow
kolorymetrycznych wobec wzrastajacych stezen
obu substratow, orto-dianizydyny i H,O,.Wyniki,
wyrazone W pumolach wartosci statej Km, byly
skalkulowane na podstawie krzywej Michaelisa-
Menten wyrazonych liniowo na wykresie wg Li-
neweavera-Burka gdzie [S] wskazywalo stezenie
substratu a V szybkos$¢ reakcji.

WyniKi

1. Zmiany w aktywnosci HRP w obecnosci wy-
sokich rozcienczen fenolu w 75% etanolu

Aktywnos$¢ HRP, preinkubowanej z dwoma
rownolegltymi seriami rozcienczen fenolowych w
75% etanolu (seria Pha), byta mierzona lumino-
metrycznie. Zestawienie danych ujawnito krzywa
sinusoidalna wraz z 3 wyraznymi punktami mak-
simum 1 3 punktami minimum (rys. 1). Nalezy
podkresli¢, ze zmiany w aktywnos$ci pojawialy sig
po 4-godzinnej inkubacji ze stopniowo malejacy-
mi rozcienczeniami fenolu. Analogiczne wyniki
uzyskano wcze$niej w pomiarach kolorymetrycz-
nych (21). Wartosci maksymalnej zwyzki lub
obnizenia aktywnos$ci pojawialy si¢ w regular-
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nych odstgpach pomigdzy badanymi rozciencze-
niami fenolu, co odpowiada 10 iteracjom (w skali
setnej odpowiada to 20 zerom po przecinku). W
oparciu o dane eksperymentalne wytypowano trzy
warto$ci rozcienczen, ktore powodowaty najwigk-

sze obnizenie aktywnosci i odpowiadaty rozcien-
czeniom Pha 1, 11, 21 i 31, oraz trzy zwiazane z
maksymalnym podwyzszeniem aktywnosci — Pha
6, 16, 26.
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Rys. 1. Zmiany w aktywnosci HRP po 4-godzinnej inkubacji z rozcienczeniami fenolu z dwu niezaleznych serii
Pha. Pomiar luminometryczny, warto$é kontrolna 17x10° RLU; linia przerywana odpowiada graficznej ilustracji

teoretycznego rownania (opis w Materiatach i Metodach)

Numeryczne dostosowanie teoretycznego 4-
parametrycznego réwnania do danych ekspery-
mentalnych pozwolito na okreslenie wartosci
odpowiednich wspotczynnikow jako ye-15x10%;
A= 9,0x10% B (beta) = 2pi/10; y (gamma) = 3,8.
Warto$¢ eksperymentalnego wspdtczynnika yg jest
porownywalna z wartoécia kontrolng 17x10°
[RLU], podczas gdy amplituda A reprezentuje
efekt oscylacyjny, indukowany przez rozciencze-
nia Pha. Warto$¢ beta opisuje odlegto§¢ migdzy
iteracjami w szeregu rozcienczen, a gamma jest
przesunigciem fazowym, przypuszczalnie wynika-
jacym z samej natury fenolu, ale nie do konca
zrozumiatym, tak jak i warto$ci minimum aktyw-
noéci (5x10° RLU), przypuszczalnie rowniez
zwigzane z wlasciwoSciami rozcienczalnika w
odpowiedzi na jego witasna dynamike lub pewna
ilo$¢ gazu rozpuszczanego podczas rozcienczania.

1. Wplyw rodzaju rozcienczalnika na zmiany
w aktywnosci HRP

Kolejne eksperymenty ujawnily podczas po-
miardw luminometrycznych wyrazne roznice w
reakcji dla 7 wybranych rozcienczen fenolu w
zalezno$ci od zastosowanego rozcienczalnika.
Nalezy podkresli¢, ze seria rozcienczen w wodzie
(Phw) wywotywala znacznie mniejsze efekty niz
seria etanolowa, zarowno po 4, jak i 24 godzinach
inkubacji. Oddziatywanie kontrolnych rozcien-
czen samej wody byto bardzo niskie po 4 godzi-
nach i zanikato po 24 godzinach inkubacji z HRP.
Porownawczo seria etanolowa wykazywata w tym
czasie tendencje wzrostowa. Porownanie wszyst-
kich uzyskanych danych eksperymentalnych zo-
brazowano na rys. 2. Wyniki podkreslaja wtasci-
wos¢ wyboru 75% etanolu dla przygotowania
rozcienczen fenolu, poniewaz wydaje si¢ utatwiac
stabilizacje¢ badanego efektu.
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Rys. 2. Poréwnanie pomigdzy 4 wariantami po 4 i 24 godzinach inkubacji HRP z wybranymi rozcienczeniami.
A = seria kontrolna alkoholu, Pha — rozcieficzenia fenolu w 75% etanolu, W = seria kontrolna wody, Phw —
rozcienczenia fenolu w wodzie. Pomiar luminometryczny.
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Rys. 3. Czasowe zaleznos$ci pomigdzy 7 wybranymi rozcienczeniami serii Pha, po inkubacji z HRP podczas 12
godzin. Pomiar luminometryczny.
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Rys. 4. Wykres Lineweavera-Burka dla HR-peroksydazy inkubowanej z wybranymi etanolowymi rozciencze-
niami fenolu; kwadraty — kontrola, kotka — Pha 6 (aktywacja), trojkaty — Pha 21 (inhibicja); V — szybkos¢ reakeji
w nkatalach/litr, [S] — stezenie substratu (umole orto-dianizydyny). Pomiar kolorymetryczny.

1ll. Obserwacje dziatania wysokich rozcien-
czen fenolu na HRP w czasie

Zmiany w aktywnosci HRP podczas 12-
godzinnej inkubacji z wybranymi rozcienczeniami
fenolu, odpowiadajacych za ekstremalne zmiany
aktywnosci, badano w tescie luminometrycznym.
Aktywno$¢ byta mierzona co 2 godziny bez do-
dawania nowych porcji rozcienczen fenolowych.
Zauwazono pojawianie si¢ dwu maksiméw ak-
tywnos$ci po 4 i po 12 godzinach i jedno minimum
po 8 godzinach inkubacji dla rozcienczen Pha 6,
16, i 26 (rys. 3). Najnizsza aktywno$¢ byta ob-
serwowana dla rozcienczen Pha 1, 11, 21 i 31,
ktore stawaly si¢ nizsze niz wartos¢ kontrolna.
Wykresy wykazaly zréznicowana dynamike
zmian aktywnosci HRP, ktoéra byta zalezna od
stopnia rozcienczenia fenolu i czasu pre-
inkubacji.

1V. Wartosci Km

Dla poszczegolnych rozcienczen wybranych z
serii Pha zaleznos$ci kinetyczne wg krzywej Mi-

chaelisa-Menten okreslone byly w pomiarze ko-
lorymetrycznym wobec rdéznego st¢zenia substra-
tow, orto-dianizydyny jako donora protondéw i
H,0,. Do poréwnania wybrano rozcienczenia Pha
6, Pha 21 i kontroli, co zostalo przedstawione na
rys. 4. Te 3 linie uzyskano z przeksztatcenia hi-
perbolicznego wykresu Michaelisa-Menten zgod-
nie z wykresem odwrotnos$ci tych wartosci wg
Lineweara-Burka. Uzyskano 3 rézne lokalizacje
porownywanych krzywych, gdzie na rys. 4 linia
dla Pha 6 umieszczona jest pod linig kontroli, co
wskazuje aktywacyjny charakter czynnika, w
poréwnaniu do linii Pha2l, ktéra wskazuje na
hamowanie procesu. Warto§¢ Km byla obliczona
dla wszystkich wykreséw kinetycznych (rys. 5),
przy czym niskie warto$ci Km odpowiadaja ak-
tywacji HRP i to dziatanie potwierdzono dla roz-
cienczen Pha 6, 16 i 26. Wysokie wartosci Km
wskazaty rozcieficzenia o charakterze zmniejsza-
jacym aktywnos¢ HRP i1 odnosilty si¢ do frakcji
Pha 11, 21 31.
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Rys. 5. Wartosci Km (umole) dla HRP, inkubowanej przez 4 godziny z wybranymi rozcienczeniami serii Pha.

Ctrl — kontrola z 75% etanolu. Pomiar kolorymetryczny.

V. Wplyw nadtlenku wodoru na aktywnosé
HRP

Podczas pomiaréw luminescencyjnych prowa-
dzono dwa roéwnolegle oznaczenia w celu okre-
$lenia wptywu obecnosci H,O, na poziom lumi-

nescencji. W tym celu HRP inkubowano z roz-
cienczeniami Pha 6, 16 i 26 oraz 1, 11, 21, a po-
tem dokonywano pomiaréw w obecnosci H,O,
lub bez nigj (rys. 6).
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Rys. 6. Wplyw obecnosci H,0, (3 mM) na wynik pomiaru luminometrycznego aktywnosci HRP po 4 godzinach
inkubacji z odpowiednimi rozcienczeniami serii Pha; biate kwadraty — sam luminal, czarne kwadraty — luminal i

H,0..
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Dyskusja

Podczas inkubacji HRP z roztworami fenolu w
wodzie lub 75% etanolu daja si¢ zauwazy¢ znacz-
ne rdéznice w aktywnosci tego enzymu. Zmiany w
kinetyce dziatania enzymu ilustrowat regularny
sinusoidalny ksztalt krzywej o charakterze oscylu-
jacym pomigdzy ekstremami — minimum i mak-
simum aktywno$ci, w poréwnaniu z wartoscia
kontrolna.

Wybdér HRP do powyzszych badan, jako en-
zymu wspolpracujacego z dwoma substratami, z
ktorych jeden gra rolg donora, a drugi akceptora
protonow, zostal podyktowany powszechnym
wystgpowaniem tego enzymu w przyrodzie. Po-
nadto wykazuje on wyrazne zr6znicowanie pod
wzgledem pracy w warunkach tlenowych i w
obecnosci nadtlenku wodoru, znanych jako reak-
cje peroksydazowo-tlenowe (11). Substancje fe-
nolowe, wsrdd nich takze sam fenol, sa rozpozna-
ne jako naturalne czynniki indukujace zjawiska
oscylacyjne w ukladzie zespolu reakcji PO (6).
Fenol nalezy do kategorii peroksydazowych ko-
substratow, ktore podwyzszaja emisjg Swiatta w
systemie luminal-H,0,-HRP (19). Dodatkowo,
fenol jest produkowany w naturalnym $rodowisku
w wyniku biodegradacji naturalnych substancji
aromatycznych i jest powszechny na terenach o
wysokim skazeniu chemicznym.

Kluczowym czynnikiem w modyfikacji ak-
tywnosci peroksydazowej przez wysokie rozcien-
czenia fenolu wydaje sig by¢ aktywacja tych
ostatnich przez wytrzasanie podczas procedury
dynamicznego rozcienczania (26). Kiedy rozcien-
czenia te byly pre-inkubowane z enzymem, uzy-
skano symetryczne sinusoidy w odrdznieniu od
liniowych zalezno$ci, na jakie mozna bylo by¢
przygotowanym przy stopniowym rozcienczaniu
fenolu przy zatozeniu, ze wchodzi on w reakcj¢ z
enzymem jako kofaktor. Teoretycznie po przekro-
czeniu wartosci statej] Avogadro nie nalezato si¢
spodziewa¢ zadnych zmian w aktywnos$ci. Jednak
regularno$¢ pojawiania si¢ ekstremalnych warto-
$ci, wskazujacych na oscylacje pomiedzy mini-
mum i maksimum aktywno$ci HRP pod wptywem
okreslonych rozcienczen fenolu, kaze zweryfiko-
wac nasza dotychczasowa wiedz¢ odno$nie od-
powiedzi enzymu na zréznicowane progi rozcien-
czenia. W licznych pracach Elia i wsp. (22, 23)
wykazali, ze wystgpuja wyrazne réznice w ozna-
czeniach kolorymetrycznych wysoko rozcienczo-
nych kwasow, zasad i soli, ktore byly aktywowa-
ne przez rgczne lub mechaniczne wstrzasanie, w

porownaniu z roztworami pozbawionymi tego
zabiegu. Z drugiej strony, nie obserwowano w
tych oznaczeniach zadanych krzywych sinuso-
idalnych ani dynamicznie oscylujacych. To wska-
zuje na unikalno$§¢ modelu biologicznego, ktéry
wykorzystuje potprzewodnikowe —wihasciwosci
bialek i innych naturalnych biopolimerow i moze
shuzy¢ jako detektor finezyjnych zmian w kinety-
ce molekularnej. Oscylacyjne zmiany w aktywno-
sci HRP moga by¢ interpretowane w zgodzie ze
zjawiskiem hormezy jako pozytywne lub nega-
tywne stany kinetycznej ponadkompensacji,
zgodnie z propozycja Calabrese (27, 28). Regu-
larne wzorce zmian w aktywnosci HRP, obser-
wowane przez nas, prowadza do wniosku, ze roz-
cienczenia fenolu wywieraja wptyw na moleku-
larne struktury centrum aktywnego tego enzymu,
powodujac energetycznie niestabilne zaburzenia
w relacjach migdzyatomowych, widziane jako
okresowe zmiany we wspotdziataniu pomigdzy
enzymem i substratem.

W poprzedniej pracy donosilismy, ze rozne fe-
nolowe substancje indukuja powstawanie odreb-
nych wzorcow krzywych, kiedy HRP jest inku-
bowana z tymi substancjami, i w ten sposob en-
zym ten moze wykrywa¢ chemiczne réznice mig-
dzy kofaktorami (21). Ta obserwacja dotyczyta 19
fenolowych ko-substratow peroksydazy i pozo-
stawata w zgodzie z faktem, ze czasteczki miaty
rozny sktad molekularny. Stanowito to podstawe
do zréznicowania poszczegolnych rodzajow cza-
steczek na podstawie charakterystyki ich czesto-
tliwosci, badanych technika rezonansowa.

Fala dynamicznego rozcienczania fenolu, wy-
krywana przez HRP, byla ksztaltem bardzo po-
dobna do czestotliwo$ci wanilinianow i izowani-
linianow, z ktorych kazdy posiada po jednej gru-
pie OH. Opisanie fal rozciefczania réznych efek-
torOw moze w przysztosci sta¢ si¢ nowym anali-
tycznym instrumentem w studiowaniu kinetyki
wspotpracujacych z nimi enzyméw. W naszych
doswiadczeniach czgstotliwo$¢ oscylacyjna dla
fenolu, wykrywana przez HRP, odpowiadata licz-
bie dziesigciu kolejnych przeniesien.

Bardzo podobny efekt oscylacji, taki jak dla
relacji fenol-HRP, zostat otrzymany przez grupg
francuska — i opisany w artykule Belona (29) —
dla degranulacji bazofili, hamowanej przez pro-
gresywne rozcienczenia histaminy. Wiele innych
studiow nad bimodalnym charakterem odpowie-
dzi enzymatycznej na obecno$¢ rdéznych rozcien-
czen efektoréw jest wymienionych w pracy prze-
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gladowej Witt i wsp. (30); wsrdd nich liczne pra-
ce Dittmanna i Hirscha (31, 32, 33). Jednak efekt
sinusoidalnych zmian w aktywno$ci enzymatycz-
nej w odpowiedzi na systematyczna progresje
rozcienczania réoznych testowanych efektoréw nie
jest dyskutowany w tych pracach.

Warto podkresli¢, ze przedstawione tutaj
zmiany w aktywnosci HRP sa w wysokim stopniu
powtarzalne i fatwe do zmierzenia konwencjonal-
nymi metodami analitycznymi, spektralnymi i
luminometrycznymi. W naturze peroksydaza gra
rolg¢ naturalnego biologicznego oscylatora (11),
gdzie aktywno$¢ enzymatyczna oscyluje pomig-
dzy dwoma ekstremalnymi punktami na krzywej
sinusoidalnej. Bylo to takze widoczne w przed-
stawionych eksperymentach, kiedy peroksydaza
byla inkubowana z postepujacymi rozcienczenia-
mi fenolu. Podczas tych sinusoidalnych zmian
wysoka energia kinetyczna wydaje si¢ korespon-
dowa¢ z wysoka peroksydazowa aktywnoscia, a
wysoka energia potencjalna zdaje si¢ towarzyszy¢
wysokiej aktywnosci oksydazowe;.

Olsen i inni (11) sugeruja, ze ochrona enzymu
peroksydazy za pomoca nadtlenku wodoru prze-
ciwko toksycznemu dziataniu tlenu jest skorelo-
wana z poziomem rodnikow peroksydazowych.
Mozliwe, ze dynamiczne rozcienczenia fenolu
jako Ko-substratu trzymaja te wolne rodniki w
rownowadze, ktora utatwia ochrone centrum ak-
tywnego HRP (13, 17) przez fenolowe substraty
(luminal, orto-dianizydyna). W rezultacie naszych
eksperymentow w serii Pha okazato sig, ze etanol
jako rozcienczalnik moze stabilizowa¢ tg¢ réwno-
wage lepiej niz czysta woda.

Pomimo braku pelnego wyjasnienia opisanych
zalezno$ci i zjawiska hormezy w ogolnosci, uni-
kalne wihaSciwo$ci HR-peroksydazy i innych bia-
fek enzymatycznych (20, 21, 34) jako detektorow
ultrawysokich  rozcienczen  wilasnych  ko-
substratow zostaty wykazane eksperymentalnie.

Obecne rezultaty sa porownywalne z wynika-
mi innych autoréw, ktorzy studiowali podobne
biologiczne zjawiska z enzymami grajacymi klu-
czowa rolg biologiczna (30). ,,Fale” dynamiczne-
go rozcienczania efektorow, mierzone jako zmia-
ny w enzymatycznej aktywnosci HRP, maja po-
wtarzalny charakter i sa mierzalne za pomoca
fizykochemicznych metod, takich jak spektrofo-
tometria, luminometria czy elektroforeza (prace w
przygotowaniu). W przysztosci studia nad zmia-
nami enzymatycznej kinetyki pod wplywem wy-
sokich rozcienczen moga zosta¢ zakwalifikowane
do grupy badan, tworzacych nowa gataz wiedzy,

obejmujaca zywe komorki, biatka czy kwasy nu-
kleinowe. Ta nowa wiedza moze znalez¢ zasto-
sowanie w ochronie $rodowiska i przyczyni¢ sie
do znacznego zmniejszenia zapotrzebowania na
chemiczne $rodki stosowane w celu ochrony
zdrowia, roélin, chemii zywno$ci i ogdlnie w bio-
technologii (35, 36).
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