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Fenyloketonuria, PKU, jest chorobą wywołaną zaburzeniami metabolizmu aminokwasów. Jej przyczyną jest brak lub niedobór enzymu hydroksylazy fenyloalaninowej, PAH, (Phenylalanine hydoxylase), lub rzadziej tetrahydrobiopteryny, będącej kofaktorem tego enzymu. W zdrowym organizmie prawie 75% L-Phe ulega przekształceniu w L-Tyr, a około 25% służy do budowy białek. U osób chorych L-Phe gromadzi się we wszystkich płynach ustrojowych, gdyż nie dochodzi do jej przekształcenia w L-Tyr. Ponieważ główna droga usuwania L-Phe jest zablokowana, to stężenie L‑Phe we krwi u osób chorych na PKU co najmniej 20 razy przewyższa prawidłowe. Natomiast droga przekształcania L-Phe do fenylopirogronianu i jego pochodnych, u chorych na PKU staje się głównym szlakiem biodegradacji tego aminokwasu.

Mimo wielu doniesień literaturowych dotyczących zaburzeń metabolizmu L-Phe w organizmie mechanizm tej przemiany nie jest do końca poznany. Dlatego też w mojej pracy doktorskiej podjęłam próbę zbadania mechanizmu przekształcania L-Phe do PPA a następnie do PLA. Do badań mechanistycznych wybrałam metodę kinetycznych i rozpuszczalnikowych efektów izotopowych, które pozwalają ustalić strukturę kompleksu aktywnego, powstającego w etapie określającym szybkość badanej reakcji. Zastosowanie tej metody wymagało użycia związków selektywnie znakowanych izotopami węgla i wodoru. 

Przeprowadziłam syntezę związków znakowanych zarówno izotopami stabilnymi (deuter) jak i promieniotwórczymi (tryt, węgiel 14C). Otrzymałam 8 izotopomerów L-fenyloalaniny oraz 5 izotopomerów kwasu fenylopirogronowego. Znakowane związki otrzymałam w reakcjach enzymatycznych, używając enzymów należących do klasy liaz (liaza L-fenyloalaninowa) i oksydoreduktaz (dehydrogenaza L-fenyloalaninowa, PheDH oraz dehydrogenaza L-mleczanowa, LDH). Opracowałam skuteczne metody wydzielenia produktów w stopniu czystości pozwalającym na zastosowanie tych związków w badaniach kinetycznych. Przed przystąpieniem do syntez radioaktywnych przeprowadziłam szereg eksperymentów na związkach nieaktywnych. Następnie opracowałam techniki chromatograficzne pozwalające na oczyszczenie otrzymanych izotopomerów L‑fenyloalaniny i kwasu fenylopirogronowego. 

Otrzymałam następujące izotopomery L-fenyloalaniny, L-Phe:

[(3S)-2H]-L-Phe, [(3S)-3H]-L-Phe, [(3S)-2H/3H]-L-Phe – do syntezy tych związków wykorzystałam specyficzne właściwości enzymu liazy L-fenyloalaninowej, PAL, która katalizuję addycję amoniaku do kwasu (E)-cynamonowego. Źródłem deuteru była ciężka woda (2H2O), źródłem trytu - woda trytowa (HTO), natomiast podwójne znakowanie D/T tych związków było możliwe dzięki zastosowaniu mieszaniny izotopów zawartych w D2O i DTO;

[(3R)- 2H]-L-Phe - związek ten otrzymałam na drodze wieloetapowej, kombinowanej syntezy chemicznej i enzymatycznej. Substratem w tym procesie był benzil, który poddałam reakcji z cyjankiem potasu w zawiesinie 1,4-dioksanu z dodatkiem wody deuterowanej. Otrzymałam benzaldehyd znakowany w pozycji 3 tj. [3-2H]-benzaldehyd, który poddałam reakcji kondensacji Knovenagel’a z kwasem malonowym. Produktem tej reakcji był kwas [3‑2H]‑(E)‑cynamonowy. W reakcji addycji amoniaku do kwasu [3-2H]-(E)-cynamonowego z udziałem enzymu PAL otrzymałam izotopomer L-fenyloalaniny znakowany w pozycji (3R) deuterem - [(3R)-2H]-L-Phe;
Substratem do syntezy znakowanych w pozycji 2 izotopomerów L-Phe [2-2H]-L-Phe, [2‑3H]‑L‑Phe, [2-2H/3H]-L-Phe był kwas fenylopirogronowy, który poddałam reakcji redukcyjnego aminowania z udziałem enzymu PheDH. Źródłem deuteru była ciężka woda (2H2O), źródłem trytu - woda trytowa (HTO), natomiast związek podwójnie znakowany deuterem i trytem otrzymałam stosując mieszaninę obydwu izotopów zawartych w D2O i DTO. 

[1-14C]-L-Phe - związek ten otrzymałam w wyniku enzymatycznej addycji amoniaku do kwasu [1-14C]-(E)-cynamonowego , katalizowanej przez enzym PAL.

Otrzymałam następujące izotopomery kwasu fenylopirogronowego, PPA:

W wyniku reakcji oksydacyjnej deaminacji izotopomerów L-Phe przy pomocy enzymu PheDH zsyntezowałam następujące związki: [(3S)-2H]-PPA, [(3S)-3H]-PPA, [(3S)-2H/3H]-PPA, [(3R)‑2H]‑PPA oraz [1-14C]-PPA.

Otrzymane związki wykorzystałam do wyznaczenia kinetycznych efektów izotopowych w reakcjach: oksydacyjnej deaminacji L-Phe, katalizowanej przez PheDH oraz redukcji PPA, katalizowanej przez LDH. Wyznaczyłam kinetyczny efekt izotopowy, KIE, trytu w pozycji 2 L-Phe w reakcji oksydacyjnej deaminacji do kwasu PPA. Do wyznaczenia tego efektu zastosowałam metodę konkurencyjną oraz metodę podwójnego znakowania. Jako substratu do reakcji użyłam izotopomer L-Phe, znakowany trytem w pozycji 2 tj. [2-3H]-L-Phe oraz znakowany węglem 14C w grupie karboksylowej – [1-14C]-L-Phe, który służył jako standard wewnętrzny. Wyznaczona wielkość KIE wyniosła 1,08, co świadczy o tym, że rozerwanie wiązania C—H w pozycji 2 L-Phe nie jest etapem determinującym szybkość badanej reakcji enzymatycznej. 

Wyznaczyłam kinetyczne efekty izotopowe deuteru w oksydacyjnej deaminacji L-Phe do PPA, korzystając z bezpośrednich pomiarów spektrofotometrycznych. Dzięki tej metodzie możliwe było wyznaczenie KIE zarówno na Vmax, jak i na Vmax/Km. Wyznaczyłam sześć KIE w badanej reakcji enzymatycznej a ich wartości przedstawiam w tabeli 1. Zaproponowana przeze mnie metoda pomiarowa pozwoliła wyznaczyć kinetyczne efekty H/D w oksydacyjnej deaminacji L-Phe, katalizowanej przez PheDH. Porównanie wielkości zmierzonych efektów wskazuje na to, że proces oderwania atomu wodoru w pozycji 2 L-Phe nie zachodzi w etapie określającym szybkość badanej reakcji enzymatycznej. Wielkości KIE H/D w pozycji (3S) i (3R) są typowe dla drugorzędowych efektów izotopowych.

	Rodzaj KIE
	Wartość efektu

	KIE H/D w pozycji (3S) L-Phe (w H2O) na Vmax
	1,16

	KIE H/D w pozycji (3S) L-Phe (w H2O) na Vmax/Km
	1,01

	KIE H/D w pozycji (3R) L-Phe (w H2O) na Vmax
	1,16

	KIE H/D w pozycji (3R) L-Phe (w H2O) na Vmax/Km
	1,03

	KIE H/D w pozycji 2 L-Phe (w H2O) na Vmax
	1,11

	KIE H/D w pozycji 2 L-Phe (w H2O) na Vmax/Km
	1,06


Tabela 1.

W tabeli numer 2 przedstawiłam wartości KIE deuteru w reakcji redukcji kwasu PPA do kwasu fenylo-L-mlekowego, PLA

	Rodzaj KIE
	Wartość efektu

	KIE H/D w pozycji (3S) PPA (w H2O) na Vmax
	1,80

	KIE H/D w pozycji (3S) PPA (w H2O) na Vmax/Km
	1,21

	KIE H/D w pozycji (3R) PPA (w H2O) na Vmax
	1,66

	KIE H/D w pozycji (3R) PPA (w H2O) na Vmax/Km
	1,17


Tabela 2.

Wielkości wyznaczonych efektów rozpuszczalnikowych, SIE, w reakcjach: oksydacyjnej deaminacji L-Phe z udziałem enzymu PheDH i redukcji PPA z udziałem enzymu LDH wskazują na to, iż rozpuszczalnik w niewielkim stopniu wpływa na przekształcenie kompleksu enzym – substrat w kompleks enzym – produkt. Na podstawie przeprowadzonych badań stwierdziłam, że oderwanie atomu wodoru w pozycji 2, w reakcji oksydacyjnej deaminacji L-Phe w obecności dehydrogenazy L‑fenyloalaninowej nie jest etapem decydującym o szybkości tej reakcji. Więcej informacji na temat mechanizmu powyższej reakcji można by uzyskać wyznaczając kinetyczne efekty izotopowe węgla C-2 oraz azotu z grupy aminowej w L-fenyloalanine. Niewielkie wartości efektów rozpuszczalnikowych w powyższej reakcji świadczą o tym, iż rozpuszczalnik w niewielkim stopniu wpływa na przebieg tej reakcji.

Prowadzone przeze mnie badania, obok charakteru poznawczego, mogą mieć również zastosowanie praktyczne. Zaproponowane metody syntezy związków znakowanych mogą zostać wykorzystane na potrzeby medycyny nuklearnej, zwłaszcza w pozytonowej tomografii emisyjnej, PET, w której wykorzystuje się związki znakowane izotopami krótkożyciowymi. Ze wzglądu na krótki czas połowicznego rozpadu tych izotopów, konieczne jest opracowanie szybkich i skutecznych metod otrzymywania związków radioaktywnych.
