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Tryptamina, Tra, jest przedstawicielem indolowych amin biogennych nazywanych ogolnie
rodzing tryptamin. Posiada ona istotne znaczenie biologiczne, biochemiczne i medyczne ze wzgledu
na to, ze stanowi strukturalny szkielet dla wielu zwigzkow pelnigcych fundamentalng role w
organizmie np. serotoniny (neurotransmitera ukladu serotoninergicznego w osrodkowym uktadzie
nerwowym) czy melatoniny (hormonu koordynujacego procesy fizjologiczne organizmu).

Tra jest produktem biotransformacji egzogennego aminokwasu, L-tryptofanu, L-Trp. Powstaje
na drodze enzymatycznej przemiany L-Trp  katalizowanej przez  dekarboksylaze
L-tryptofanowa (TDC, EC 4.1.1.28). Nastepnic ulega biodegradacji do aldehydu
3-indolilooctowego (3-IAL) w wyniku enzymatycznej deaminacji katalizowanej przez enzym
oksydaze monoaminowa typu A (MAO A, EC 1.4.3.4). Enzym ten odgrywa kluczowa role¢ w
oSrodkowym uktadzie nerwowym koordynujac metabolizm wielu amin biogennych pehigcych
znaczacg rolg biologiczng w organizmie tj. serotoniny, dopaminy czy adrenaliny. Z tego wzgledu
uwaza si¢, ze MAQO jest zaangazowany w procesy patologiczne o podlozu neurologicznym np.
choroby neurodegeneracyjne (choroba Parkinsona, choroba Alzheimera), ale takze depresje czy
schizofreni¢. Badanie mechanizmu dziatania tego enzymu pozwala na zrozumienie roli, jakg odgrywa
ten enzym w roznego rodzaju schorzeniach i anomaliach o§rodkowego uktadu nerwowego. Ponadto
jest zrodtem cennych informacji w opracowywaniu nowych rozwigzan medycznych zapobiegajacych
procesom chorobotworczym.

Celem mojej rozprawy doktorskiej bylo badanie mechanizmu enzymatycznych deaminacji
metabolitéw L-tryptofanu tj. tryptaminy i jej pochodnych Kkatalizowanych przez oksydaze
monoaminowg typu A. Do badania mechanizmu reakcji utleniania zastosowatam metode kinetycznych

(KIE) 1 rozpuszczalnikowych (SIE) efektow izotopowych, ktora wymaga uzycia zwigzkow



selektywnie znakowanych. Z tego wzgledu w ramach mojej pracy doktorskiej wyrdznitam dwie czgsci
syntetyczng i kinetyczng.

W pierwszej czeSci opracowalam metody enzymatycznej dekarboksylacji L-Trp 1 jego
pochodnych katalizowanych przez dekarboksylaze L-fenyloalaninowa (EC 4.1.1.53) wiodace do

otrzymania izotopomerow tryptaminy (Rys. 1).
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Pochodne L-Trp 5-F-[(IR)-*H]-tryptamina ~ X=F, Y=H, Z(R)=’H
5-F-[(IR)-*H]-tryptamina, ~ X=F, Y=H, Z(R)=3H
5-F-[(IR)-*H/H]-tryptamina, X=F, Y=H, Z(R)=2H/*H
5-Br-[(IR)-*H]-tryptamina, X=Br, Y=H, Z(R)=*H
[(IR)]-2H]- tryptamina, X=H, Y=H, Z(R)= °H
[(IR)]-*H]-tryptamina, X=H, Y=H, Z(R)=*H
[(IR)]-HPH]-tryptamina,  X=H, Y=H, Z(R)=H/*H
[(15)]-*H]- tryptamina, X=H, Y=H, Z(S)=*H
[4-2H]-tryptamina, X=H, Y=2H, Z=H
[5-*H]-tryptamina X=2H, Y=H, Z=H

Rys. 1. ‘ Synteza izotopomerow tryptaminy i jej halogenowych pochodnych znakowanych izotopami

wodoru w lancuchu bocznym oraz pierscieniu indolowym

Wszystkie proby syntezy, oczyszczenia i wydzielenia produktow wykonatam na zwigzkach
natywnych w mikroskali, a nastgpnie wykonatam syntezy zwigzkow znakowanych. Otrzymatam
znakowane deuterem w pozycjach (IR) i (1S) izotopomery tryptaminy tj. [(1R)-"H]-tryptaming i
[(1S)-*H]-tryptamine oraz jej halogenowe pochodne znakowane deuterem w pozycji (IR) tj.
5-F-[(IR)-*H]-tryptamine i 5-Br-[(1R)-’H]-tryptamine. Ponadto na drodze wieloetapowych syntez, z
ostatnim etapem enzymatycznej dekarboksylacji, otrzymatam znakowane deuterem w pierscieniu
indolowym izotopomery tryptaminy tj. [4-°H]-tryptamine i [5-*H]-tryptamine. Otrzymatam réwniez
znakowane izotopami promieniotworczymi tj. trytem i wegglem C-14 izotopomery tryptaminy tj.
[(IR)-’H]-tryptaming,  [(IR)-’H/’H]-tryptamine,  5-F-[(/R)-’H]-tryptaming, ~ 5-F-[(IR)-’H/*H]-
tryptaming oraz [2-'*C]-tryptamine.

Druga czg§¢ pracy dotyczyla badania mechanizmu reakcji utleniania tryptaminy i jej
pochodnych katalizowanych przez oksydaze monoaminowg A. Do wyznaczenia kinetycznego efektu
izotopowego deuteru wykorzystalam metod¢ niekonkurencyjng polegajaca na przeprowadzeniu
niezaleznych pomiaréow parametréw kinetycznych zwigzku natywnego i znakowanego. Wyznaczylam
parametry kinetyczne reakcji utleniania tryptamin natywnych i znakowanych w pozycjach (I/R) 1 (1S),
halogenowych pochodnych natywnych i znakowanych w pozycji (I1R) i 5-OH-tryptaminy buforach
protonowanym i deuterowanym. Na podstawie parametréw kinetycznych wyznaczylam wartosci

liczbowe rozpuszczalnikowych efektow izotopowych (SIE) dla tryptaminy, [(IR)-H]-tryptaminy,
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[(1S)-"H]-tryptaminy, 5-F-tryptaminy 5-F-[(IR)-’H]-tryptaminy oraz 5-OH tryptaminy. Dla zwigzkow
znakowanych deuterem wyznaczylam rowniez wartosci liczbowe kinetycznego efektu izotopowego
(KIE) deuteru na szybko$¢ maksymalng (V.x) 1 stosunek szybkosci maksymalnej do statej Michaelisa
(Vima/KMm) W pozycjach (IR) 1 (1S). Pomiar KIE i SIE prowadzitam metodg spektrofotometryczng.

Wartosci liczbowe SIE i KIE przedstawitam odpowiednio w tabeli 1 i tabeli 2.

pochodnych katalizowanych przez MAO A

Tabela 1. ‘ Rozpuszczalnikowy efekt izotopowy dla reakeji utleniania tryptaminy i jej

Rozpuszczalnikowy efekt izotopowy SIE
Zwiazek/medium reakcyjne

na Vo na V. /Km
Tryptamina wH,0/°H,0 3,6 4,6
[(IR)-*H]-tryptamina w H,0/°H,0 4,9 2,28
[(1S)-*H]-tryptamina w H,0/’H,0 4,12 2,37
5-F-tryptamina w H,O/"H,O 2,56 3.9
5-F-[(IR)-*H]-tryptamina w H,0/°H,0 1,33 1,9
5-OH-tryptamina w H,0/"H,0O 1,66 1,11

pochodnych katalizowanych przez MAO A

Tabela 2. ‘ Kinetyczny efekt rozpuszczalnikowy dla reakcji utleniania tryptaminy i jej

Kinetyczny efekt izotopowy KIE
Zwiazek/medium reakcyjne
na Vo na V. /Km

[(IR)-*H]-tryptamina w H,O 4,2 23,7

[(IR)-*H]-tryptamina w “H,O 5,68 11,7

[(1S)-*H]-tryptamina w H,O 1,39 2,7

[(1S)-*H]-tryptamina w “H,O 1,58 1,39
5-F-[(IR)-*H]-tryptamina w H,0O 3,6 3,6
5-F-[(IR)-*H]-tryptamina w “H,O 1,89 1,78

Przeprowadzone przez mnie badania kinetyczne reakcji utleniania tryptaminy i jej pochodnych

oraz uzyskane warto$ci parametrow i efektow kinetycznych pozwalaja oceni¢ wplyw izotopu i jego
role na tworzenie si¢ kompleksow przej$ciowych. Ponadto na podstawie wynikéw eksperymentalnych
oraz danych teoretycznych moge powiedzieé, ze sposrod 3 proponowanych mechanizméw deaminacji
monoamin katalizowanych przez MAO A (rodnikowy, polarny oraz wodorkowy) ten ostatni jest
najbardziej prawdopodobnym. Duze wartosci pierwszorzgdowego kinetycznego efektu izotopowego w

pozycji (1R) i niska wartos¢ KIE dla (1S) potwierdza stereospecyficzne dzialanie enzymu MAO A



wobec konfiguracji absolutnej (R), jak rowniez sugeruje, ze wodor w pozycji (1R) odgrywa istotng
role w tworzeniu kompleksu aktywnego w etapie determinujacym szybko$c¢ reakcji utleniania.

Przeprowadzone przeze mnie badania majg charakter nie tylko informacyjny, ale rowniez
praktyczny, gdyz zaproponowane przeze mnie metody syntezy selektywnie znakowanych zwigzkow
moga by¢ wykorzystane w medycynie nuklearnej do otrzymania zwiazkow biologicznie czynnych
znakowanych krétkozyciowymi izotopami, ktore powszechnie stosowane sg, jako znaczniki w
bezinwazyjnej metodzie diagnostycznej tj. emisyjnej tomografii pozytonowej (PET).

Dodatkowo badania prowadzitam réwniez na halogenowych pochodnych tryptaminy
(stwierdzajac przydatnos¢ tych zwigzkow, jako substratéw do enzymatycznej deaminacji
katalizowanej przez MAO A), w tym réwniez z podstawnikiem fluorowym. Stwierdzenie podatnosci
fluoropochodnych tryptamin ma istotne znaczenie, gdyz zwiazki znakowane '*F sg bardzo czesto

wykorzystywane w technice PET.



