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Celem mojej pracy doktorskiej było ustalenie mechanizmu enzymatycznej biotransformacji L-fenyloalaniny (L-Phe) do kwasu fenylopirogronowego (PPA) i kwasu fenylo-L-mlekowego (PLA) przy wykorzystaniu metody kinetycznych efektów izotopowych, KIE oraz rozpuszczalnikowych efektów izotopowych, SIE. Zadanie to wymagało opracowania i wykonania syntez odpowiednich, selektywnie znakowanych izotopomerów L-Phe i PPA, koniecznych do badań kinetycznych.

W przeglądzie literaturowym przedstawiłam ogólną charakterystykę enzymów należących do klasy oksydoreduktaz. Opisałam niektóre metody chemicznych i enzymatycznych syntez znakowanych izotopomerów L-Phe oraz PPA, omówiłam tautomerię ketoenolową a także dokonałam przeglądu literatury poświęconej metodzie kinetycznych efektów izotopowych (KIE).

W części badawczej rozprawy przedstawiłam wyniki dotyczące optymalizacji warunków reakcji katalizowanych przez enzym dehydrogenazę L-fenyloalaninową oraz dehydrogenazę L-mleczanową. W tej części zamieściłam także metody syntezy izotopomerów L-fenyloalaniny oraz kwasu fenylopirogronowego selektywnie znakowanych izotopami węgla i wodoru. Otrzymałam 8 izotopomerów L-fenyloalaniny (L-Phe): [(3S)-2H]-, [(3S)-3H]-, [(3S)-2H/3H]-, [(3R)-2H]-, [2-2H]-, [2-3H]-, [2-2H/3H]-, [1-14C]-L-Phe; oraz 5 izotopomerów kwasu fenylopirogronowego (PPA): [(3S)-2H]-, [(3S)-3H]-, [(3S)-2H/3H]-, [(3R)-2H]-, [1-14C]-PPA. Metodami izotopowymi stwierdziłam, że otrzymany przeze mnie kwas fenylopirogronowy, w warunkach badanej reakcji prawie nie ulega tautomerii ketoenolowej. Otrzymane znakowane związki wykorzystałam do wyznaczenia kinetycznych efektów izotopowych w reakcjach oksydacyjnej deaminacji L-fenyloalaniny, katalizowanej przez PheDH oraz redukcji kwasu fenylopirogronowego, katalizowanej przez LDH. Wyznaczyłam kinetyczny efekt izotopowy trytu w pozycji 2 L-Phe w reakcji oksydacyjnej deaminacji do PPA – stosując metodę konkurencyjną oraz metodę podwójnego znakowania. Wyznaczyłam kinetyczne efekty izotopowe deuteru w reakcji oksydacyjnej deaminacji L-Phe do PPA, oraz KIE deuteru w reakcji redukcji PPA do kwasu fenylo-L-mlekowego, PLA, korzystając z bezpośrednich pomiarów spektrofotometrycznych. Dzięki tej metodzie możliwe było wyznaczenie KIE zarówno na Vmax, jak i na Vmax/Km. Wyznaczyłam efekty rozpuszczalnikowe, SIE, w reakcjach: oksydacyjnej deaminacji L-Phe z udziałem enzymu PheDH i redukcji PPA z udziałem enzymu LDH. 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 tego procesu. Niewielkie wartości efektów rozpuszczalnikowych w powyższej reakcji świadczą o tym, iż rozpuszczalnik w niewielkim stopniu wpływa na przebieg tej reakcji. 

W części eksperymentalnej rozprawy szczegółowo opisałam stosowane procedury przeprowadzonych syntez związków znakowanych i wyznaczenia KIE i SIE.

