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Przedmiotem mojej pracy badawczej, którą prowadziłam w ramach mojej dysertacji doktorskiej, było opracowanie enzymatycznej syntezy  tyraminy z L -tyrozyny katalizowanej przez dekarboksylazę tyrozynową. Następnie przekształcenie tyraminy do dopaminy wykorzystując enzym monooksygenazyę polifenolową.  Enzym  monooksygenaza polifenolowa należy do klasy oksydoreduktaz i katalizuje reakcję utleniania związków fenolowych. Enzym ten bierze udział  w tworzeniu dopaminy. Zmiany stężenia dopaminy w mózgu i w ośrodkowym układzie nerwowym uznawane są jako przyczyny powstawania schizofrenii. Również choroba Parkinsona, powodowania deficytem dopaminy w mózgu,  jest znana            i badana już od początków XIX wieku, jednak dotąd przyczyna obumierania komórek dopaminowych      nie jest jeszcze dostatecznie poznana.
Mimo wielu doniesień literaturowych mechanizm działania tego enzymu nie jest do końca poznany. W szczególności nie jest znana struktura kompleksu aktywnego, powstającego w etapie określającym szybkość reakcji. Dlatego też w mojej pracy doktorskiej podjęłam próbę zbadania mechanizmu działania monooksygenazy polifenolowej. W badaniach mechanizmu tej reakcji postanowiłam zastosować metody izotopowe, a w szczególności technikę kinetycznych                                  i rozpuszczalnikowych efektów izotopowych. Do eksperymentalnego wyznaczenia kinetycznych efektów izotopowych w badanych przeze mnie reakcji potrzebne były odpowiednie izotopomery tj. L-tyrozyny, tyraminy  i dopaminy znakowane selektywnie izotopami wodoru i węgla. Dlatego też, badania nad syntezą  i otrzymaniem odpowiednich selektywnie znakowanych izotopomerów L-tyrozyny, tyraminy  i dopaminy stanowiły istotną część mojej rozprawy doktorskiej.

Przeprowadziłam syntezę związków znakowanych zarówno izotopami stabilnymi (deuter)          jak i promieniotwórczymi (tryt i 14C). Opracowałam metody syntezy i otrzymałam  5 izotopomerów          L -tyrozyny, 8 izotopomerów tyraminy oraz 5 izotopomerów dopaminy. 

 Do otrzymania znakowanych związków wykorzystałam metody wymiany izotopowej               oraz reakcje enzymatyczne, używając enzymów należących do klasy liaz (dekarboksylaza tyrozynowa, tryptofanaza) i oksyreduktaz (monooksygenazy polifenolowej). Opracowałam skuteczne metody wydzielenia produktów w stopniu czystości pozwalającym na zastosowanie tych związków w badaniach kinetycznych. 

Przed przystąpieniem do syntez ze związkami znakowanymi wykonałam szereg eksperymentów na związkach nieaktywnych w skali mikro i półmikro. Następnie opracowałam techniki chromatograficzne pozwalające na oczyszczenie otrzymanych izotopomerów  L -tyrozyny, tyraminy   i dopaminy. Dopiero   po pomyślnym zakończeniu tego etapu przystąpiłam do syntezy związków znakowanych.


Dokonałam syntezy następujących izotopomerów L -tyrozyny:

· [2 – 2H]-L-tyrozynę, [2 – 3H]-L-tyrozynę, [2 – 2H/3H]-L -tyrozynę – poprzez enzymatyczną wymianę protonu w pozycji 2, stosując jako  źródło izotopu odpowiednio wodę deuterowaną i/lub wodę trytową; 

· [3’,5’- 2H2]-L –tyrozynę, [3’,5’- 3H2]-L -tyrozynę –  w wyniku  wymiany izotopowej, stosując jako źródło deuteru wodę  deuterowaną lub wodę  trytową.

Otrzymałam izotopomery tyraminy znakowane izotopami wodoru w następujących pozycjach:

· [1S – 2H]-tyraminę, [1S –3H]-tyraminę, [1S – 2H/3H]-tyraminę –  w wyniku enzymatycznej dekarboksylacji odpowiednich izotopomerów L –Tyr;  

· [1R – 2H]-tyraminę ​​–  w wyniku enzymatycznej dekarboksylacji L -Tyr, stosując  jako źródło deuteru wodę deuterowaną;

· [ 3’,5’- 2H2]-tyraminę, [3’,5’- 3H2]-tyraminę, [3’,5’ – 2H/3H]-tyraminę –  w wyniku wymiany izotopowej, stosując jako źródło izotopu  wodę  deuterowaną i/lub wodę trytową; 

· [2’,6’- 2H2]-tyraminę   –  w wyniku enzymatycznej dekarboksylacji [2’,6’– 2H2]-L –Tyr.


Otrzymałam 5 izotopomerów dopaminy: [5’- 2H]- dopaminę, [ 2’,6’- 2H2]-dopaminę, [5’- 3H]- dopominę, [ 2’,6’- 2H2]-dopaminę, [5’– 2H/3H]-dopaminę, [1- 14C]- dopominę – w wyniku  enzymatycznej hydroksylacji odpowiednich izotopomerów tyraminy; 

 Wykorzystałam  zsyntetyzowane  znakowane   związki   w   badaniach    kinetycznych efektów izotopowych. Przeprowadziłem liczne eksperymenty kinetyczne, które pozwoliły po raz pierwszy na wyznaczenie  dziesięciu kinetycznych efektów izotopowych w reakcji utleniania tyraminy             do dopaminy oraz sześciu rozpuszczalnikowych efektów izotopowych. We wszystkich przeprowadzonych eksperymentach stosowałem opracowane przeze mnie procedury rozdziału pobieranych próbek w trakcie reakcji i metody wyznaczania radioaktywności składników mieszaniny poreakcyjnej oraz wykonałem zaprojektowane przeze mnie eksperymenty kontrolne. Efekty izotopowe 1H/3H i 2H/3H określałam metodą konkurencyjną stosując podwójne znakowanie, wyznaczając stopień przereagowania  f , stosunek 3H/14C w substracie  przed rozpoczęciem reakcji         i stosunek 3H/14C w nie przereagowanym substracie  i powstającym produkcie reakcji. Efekty rozpuszczalnikowe wyznaczyłam z Vmax i Vmax/Km.

Wyznaczyłam następujące kinetyczne efekty izotopowe

Rodzaj efektu izotopowego i pozycja

1.1.1. 
KIE

1H / 3H w pozycji 3’ w pierścieniu dla tyraminy


2,062 ( 0,162

2H / 3H w pozycji 3’ w pierścieniu dla tyraminy


1,769 ( 0,038

Tyramina w H2O /[3’,5’-H2]-Tyramina w H2O ( Vmax)
3,426 ( 0,060

Tyramina w H2O /[3’,5’-H2]-Tyramina w H2O (Vmax/Km)
1,628 ( 0,020

Tyramina w  2H2O /[3’,5’-2H2]-Tyramina w  2H2O ( Vmax)
2,450 ( 0,070

Tyramina  w 2H2O /[3’,5’-2H2]-Tyramina w  2H2O (Vmax/Km)
1,310 ( 0,120

Tyramina w H2O /[2’,6’-2H2]-Tyramina w  H2O ( Vmax)
1,721 (  0,030

Tyramina w H2O /[2’,6’-2H2]-Tyramina w  H2O (Vmax/Km)
1,091 ( 0,050

Tyraminy  w 2H2O /[2’,6’-2H2]-Tyramina w  2H2O ( Vmax)
1,790 ( 0,020

Tyramina w  2H2O /[2’,6’-2H2]-Tyramina  w 2H2O (Vmax/Km)
1,165 ( 0,010

Wyznaczyłam następujące rozpuszczalnikowe efekty izotopowe:

Rodzaj efektu izotopowego


SIE

Tyramina w H2O /Tyramina  w 2H2O ( Vmax)
3,343 ( 0,140

Tyramina w H2O /Tyraminy w 2H2O (Vmax/Km)
3,482 ( 0,212

[3’,5’-2H2]-Tyramina w H2O /[3’,5’-2H2]-Tyramina w 2H2O ( Vmax)
2,574 ( 0,140

[3,5-2H2]-Tyramina w H2O /[3,5-2H2]-Tyramina  w 2H2O (Vmax/Km)
3,052 ( 0,244

[2’,6’-2H2]-Tyramina  w H2O /[2’,6’-2H2]-Tyraminy  w 2H2O ( Vmax)
1,820 ( 0,020

[2’,6’-2H2]-Tyramina w H2O /[2’,6’-2H2]-Tyramina w 2H2O (Vmax/Km)
1,133 ( 0,050


Wyznaczone eksperymentalnie KIE 1H/2H i 1H/3H w reakcji hydroksylacji tyraminy               do dopaminy wykazują duże wartości, co dowodzi, że wodór w pozycji 3’ w pierścieniu odgrywa istotną rolę w tworzeniu kompleksu aktywnego powstającego w etapie określającym szybkość reakcji. Brak KIE w pozycji 2’,6’ w pierścieniu tyraminy dowodzi, że wodory  te nie decydują o szybkości reakcji hydroksylacji tyraminy do dopaminy.


Badania wykonane w ramach mojej pracy doktorskiej moją nie tylko charakter poznawczy,   ale również praktyczny. Opracowanie przez mnie metody otrzymania znakowanych związków mogą być wykorzystanie do syntez izotopomerów różnego rodzaju związków biologicznie czynnych             o potencjalnym zastosowaniu w medycynie nuklearnej. Znakowana tyramina i dopamina w łańcuchu bocznym będą wykorzystywane w badaniach mechanizmu reakcji katalizowanej przez aminoksydazy.








































