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Streszczenie rozprawy doktorskiej zatytułowanej:

„ENZYMATYCZNA SYNTEZA IZOTOPOMERÓW ZNAKOWANEJ L-DOPA I BADANIE MECHANIZMU JEJ POWSTAWANIA Z L-TYROZYNY”

Celem przedłożonej rozprawy było otrzymanie znakowanych izotopami węgla i wodoru izotopomerów L-tyrozyny (L-Tyr) i ich wykorzystanie do badania mechanizmu powstawania L-DOPA w reakcji katalizowanej przez enzym tyrozynazę. 

W części literaturowej omówiłam aktualny stan wiedzy dotyczący enzymu tyrozynazy EC 1.14.18.1., pokazałam różne metody otrzymywania znakowanych izotopomerów L-Tyr i L-DOPA, zarówno na drodze chemicznej jak i enzymatycznej syntezy oraz dokonałam przeglądu literatury traktującej o KIE. 

Część badawcza rozprawy zawiera dwie komplementarne części. W pierwszej części zamieściłam metody syntezy L-Tyr i L-DOPA selektywnie znakowanych izotopami węgla i wodoru. Metodą wymiany izotopowej otrzymałam następujące izotopomery L-Tyr: [3’,5’-2H2]-L-Tyr, [3’,5’-3H2]-L-Tyr, [3’,5’-2H/3H2]-L-Tyr. Na drodze enzymatycznej reakcji utleniania L-Tyr, katalizowanej przez enzym tyrozynazę EC 1.14.18.1, przeprowadziłam syntezy 6 izotopomerów L-DOPA. Należały do nich: [5’-2H]-L-DOPA, [5’-3H]-L-DOPA, [5’-2H/3H]-L-DOPA, [2’,6’-2H2]-L-DOPA, [3S-3H]-L-DOPA. Przeprowadziłam również syntezę  [1-14C]-L-DOPA.

Druga część pracy została poświęcona badaniu mechanizmów powstawania L-DOPA w enzymatycznej reakcji utleniania katalizowanej przez enzym tyrozynazę. Wykorzystałam do tego celu metodę kinetycznych efektów izotopowych. 

KIE deuteru (1H/2H) wyznaczałam metodą niekonkurencyjną (kinetyczną). Określiłam KIE deuteru na szybkość maksymalną (Vmax) i na stosunek szybkości maksymalnej do stałej Michaelisa (Vmax/Km) dla  [3’,5’-2H2]-L-Tyr (pierwszorzędowy KIE) oraz dla [2’,6’-2H2]-L-Tyr (drugorzędowy KIE). Oprócz tego wyznaczyłam rozpuszczalnikowe efekty izotopowe (SIE) deuteru w badanej reakcji stosując L-Tyr, [3’,5’-2H2]-L-Tyr oraz [2’,6’-2H2]-L-Tyr. Kinetyczne efekty izotopowe 1H/3H oraz  2H/3H wyznaczałam stosując konkurencyjną metodę podwójnego znakowania (metoda radiometryczna). Zastosowałam trzy izotopomery L-Tyr tj.: [3’,5’-3H2]-L-Tyr, [3’,5’-2H/3H]-L-Tyr oraz [1-14C]-L-Tyr, pełniącego funkcję znacznika pilotowego.

Wykorzystując w/w metody badań KIE wyznaczyłam 5 rozpuszczalnikowych i 8 kinetycznych efektów izotopowych wymiany wodoru. Otrzymane wyniki wskazują, że kluczowym (ale nie jedynym) etapem decydującym o szybkości procesu enzymatycznej hydroksylacji L-Tyr jest etap zerwania wiązania węgiel-wodór przy węglu α w stosunku do grupy hydroksylowej substratu. Natomiast zmierzone SIE pokazują, że rozpuszczalnik ma bardzo istotny wpływ na szybkość badanej reakcji. Można to tłumaczyć wpływem rozpuszczalnika na zmianę konformacji tyrozynazy, powodującą zmianę struktury przestrzennej centrum aktywnego enzymu.

W części doświadczalnej opisałam wykorzystane procedury z uwzględnieniem stosowanego sprzętu i odczynników. 

Wyniki, które uzyskałam w ramach przygotowania doktoratu, zostały częściowo opublikowane w  czasopismach o zasięgu krajowym i międzynarodowym (4 publikacje) i były prezentowane sześciokrotnie na konferencjach krajowych i międzynarodowych.

