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Streszczenie rozprawy doktorskiej :

„Badanie enzymatycznych reakcji L-dopy i jej pochodnych metodami izotopowymi”

       Celem mojej pracy doktorskiej było otrzymanie selektywnie znakowanych izotopami węgla i wodoru izotopomerów L-dopy oraz dopaminy, a następnie wykorzystanie tych związków do zbadania mechanizmu reakcji dekarboksylacji L-dopy katalizowanej przez enzym dekarboksylazę tyrozynową oraz reakcji enzymatycznego utleniania dopaminy katalizowanej przez oksydazę tyraminową. 

       W części literaturowej przedstawiłam charakterystykę enzymu dekarboksylazy tyrozynowej (EC 4.1.1.25) oraz oksydazy tyraminowej (EC 1.4.3.6), pokazałam przykładowe metody chemicznych oraz enzymatycznych syntez izotopomerów L-dopy oraz dopaminy a także dokonałam przeglądu literatury poświęconej metodzie kinetycznych efektów izotopowych (KIE).

       W części badawczej rozprawy przedstawiłam metody syntezy izotopomerów L-dopy oraz dopaminy. L-Dopę znakowaną w łańcuchu alifatycznym tj. [2-2H]-, [2-3H]- oraz [2-2H/3H]-L-dopę otrzymałam na drodze enzymatycznego utlenienia zsyntezowanych wcześniej izotopomerów L-tyrozyny. Dwa izotopomery L-dopy znakowane izotopami węgla tj. [1-14C]- i [3-14C]-L-dopę otrzymałam w wyniku utlenienia odpowiednio [1-14C]-L-tyrozyny oraz wcześniej zsyntezowanej [3-14C]-L-tyrozyny. Związki takie jak [2’,5’,6’-2H3]- i [2’,5’,6’-3H3]-L-dopa otrzymałam na drodze wymiany izotopowej. Izotopomery dopaminy tj. [(1R)-2H]-, [(1R)-3H]- i [(1R)-2H/3H]-dopaminę otrzymałam w wyniku dekarboksylacji nieznakowanej L-dopy, przeprowadzonej w buforze zawierającym odpowiednie izotopy wodoru. [(1S)-2H]-, [(1S)-3H]- i [(1S)-2H/3H]-dopaminę otrzymałam poprzez dekarboksylację izotopomerów L-dopy znakowanych w łańcuchu alifatycznym. Kolejne izotopomery dopaminy tj. [2’,5’,6’-2H3]- oraz [2’,5’,6’-3H3]-dopaminę otrzymałam na drodze wymiany izotopowej.

       [1-14C]- oraz [2’,5’,6’-3H3]-L-dopę wykorzystałam do wyznaczenia kinetycznego efektu węgla 14C w reakcji dekarboksylacji L-dopy. Zastosowałam metodę konkurencyjną wyznaczania KIE. Otrzymany wynik wskazywał na to, że kluczowym etapem reakcji dekarboksylacji jest rozerwanie wiązania CCOOH-Cα. Izotopomery dopaminy tj. [(1R)-2H]- oraz [(1S)-2H]-dopamina posłużyły mi do wyznaczenia KIE deuteru w reakcji enzymatycznego utleniania dopaminy. Wykorzystałam metodę niekonkurencyjnego pomiaru KIE. Uzyskane wartości kinetycznych efektów izotopowych wskazują na to, że enzym oksydaza tyraminowa z Arthrobacter sp. katalizuje rozerwanie wiązania C-Hpro-S przy pierwszym atomie węgla dopaminy. Wyznaczyłam także rozpuszczalnikowy efekt izotopowy deuteru w reakcji utleniania dopaminy. 

       W części eksperymentalnej szczegółowo przedstawiłam procedury przeprowadzonych syntez, z uwzględnieniem stosowanego sprzętu oraz odczynników.

