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Celem rozprawy było opracowanie enzymatycznych reakcji L-tyrozyny i jej pochodnych metodami izotopowymi oraz badanie mechanizmu przekształcania tyraminy do dopaminy wykorzystując technikę kinetycznych i rozpuszczalnikowych efektów izotopowych.

W przeglądzie literaturowym przedstawiłam ogólną charkterystykę enzymu monooksygenazy polifenolowej, metody otrzymania na drodze chemicznej, enzymatycznej i kombinowanej syntezy znakowanych izotopomerów L-tyrozyny oraz przedstawiłam metody  wyznaczania kinetycznych efektów izotopowych. 

W pierwszej części badawczej zamieściłam metody otrzymywania L-tyrozyny, tyraminy                     i dopaminy selektywnie znakowanej izotopami węgla i wodoru. Otrzymałam 5 izotopomerów              L –tyrozyny: [2 – 2H]-L –tyrozynę,  [2 – 3H]-L –tyrozynę, [2 – 2H/3H]-L –tyrozynę, [3’,5’- 2H2]-L -tyrozynę,  [3’,5’- 3H2]- L –tyrozynę;  8 izotopomerów tyraminy:  [1S – 2H]-tyramina,  [1S –3H]-tyramina, ​​  [1S – 2H/3H]-tyramina, ​​ [1R – 2H]-tyramina, [ 3’,5’- 2H2]-tyramina,  [3’,5’- 3H2]-tyramina, 

[3’,5’ – 2H/3H]-tyramina, [2’,6’- 2H2]-tyramina  oraz 5 izotopomerów dopaminy: [5’- 2H]- dopomina,     

[ 2’,6’- 2H2]-dopamina, [5’- 3H]- dopomina, [5’– 2H/3H]-dopamina,  [1- 14C]- dopomina.    Powyższe związki otrzymałam metodą wymiany izotopowej i metodami enzymatycznymi. Do syntez używałam następujących enzymów: dekarboksylazy tyrozynowej, tryptofanzy i monooksygenazy polifenolowej. 

W druga część dysertacji została poświęcona  badaniu mechanizmu reakcji przekształcania tyraminy do dopaminy katalizowanej przez enzym monooksygenazę polifenolową. Określiłam efekty izotopowe 1H/3H i 2H/3H 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  dziesięć kinetycznych efektów izotopowych w reakcji utleniania tyraminy do dopaminy oraz sześć rozpuszczalnikowych efektów izotopowych. 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.

W części doświadczalnej opisałam stosowane procedury otrzymania związków znakowanych   i wyznaczania KIE i SIE.

