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3’ 4-Dihydroksyfenylo-TL-alanina, znana jako 1.-DOPA, jest naturalnym aminokwasem, powstajacym
w wyniku hydroksylacji L-tyrozyny, katalizowanej przez enzym hydroksylaze tyrozynowg (EC 1.14.16.2).
Znaczenie biologiczne 1.-DOPY sprowadza sie przede wszystkim do posrednictwa w syntezie naturalnych
pigmentow skory - melanin oraz neuroprzekaznikow osrodkowego uktadu nerwowego: dopaminy, norepinefryny
i epinefryny.

Zaburzenia produkcji i metabolizmu 1.-DOPY oraz innych zwigzkéw z ugrupowaniem katecholowym mogg
by¢ podtozem wielu patologii uktadu nerwowego, w tym choréb neurodegeneracyjnych m.in. choroby Parkinsona,
Alzheimer'a czy schizofrenii. Postgp wymienionych schorzen zwigzany jest z pojawieniem sie¢ w organizmie
stresu oksydacyjnego, wywotanego m.in. produktami enzymatycznego utleniania zwigzkéw katecholowych
(wolne rodniki, chinony czy neurotoksyczne aminochromy).

Mechanizm przemian, generujacych reaktywne formy tlenu, jest ztozony, a wiedza na jego temat wydaje
sie by¢ wcigz ograniczona. Z jednej strony znane sg reakcje katalizowane przez enzymy: monoaminooksydaze,
MAO (EC 1.4.3.4) i dehydrogenaze aldehydowa, DH (EC 1.2.1.3), ktbére mogq prowadzi¢ do mato toksycznych
metabolitéw, takich jak aldehydy i kwasy karboksylowe. Z drugiej strony mozliwe sg procesy samoutleniania

zwigzkdw z ugrupowaniem katecholowym, prowadzace do formowania neuromelanin, Schemat 1.
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Schemat 1. Procesy utleniania zwigzkéw katecholowych na przyktadzie dopaminy



Wedtug jednej z hipotez, dziatanie halucynogenne dopachromu i jego pochodnych czyni wymienione
zwigzki wysoce reaktywnymi neurotoksynami, ktdre uwydatniajg symptomy chordb, takich jak schizofrenia.
Jednocze$nie obnizony poziom dopaminy czy tez 1.-DOPY moze by¢ przyczyng parkinsonizmu badz choroby
Alzheimer’a. Stad wynika moje szczegoine zainteresowanie poznaniem wczesnych stadiéw reakcji utleniania
zwigzkéw katecholowych, prowadzacych do formowania neurotoksycznych metabolitow, jakimi sg dopachrom
i jego pochodne. Poznanie mechanizmu wspomnianej reakcji moze by¢ etapem kluczowym w zrozumieniu
podtoza chordb neurodegeneracyjnych i walce z ich przyczynami.

W ramach mojej pracy doktorskiej postawitam sobie za zadanie przebadanie pod katem mechanistycznym

biotransformacji L.-DOPY i innych zwigzkow z ugrupowaniem katecholowym do dopachromu lub jego
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pochodnych, Schemat 2.

Schemat 2. Utlenianie zwigzkdw katecholowych katalizowane przez peroksydaze chrzanowa (HRP) na przyktadzie L-DOPY

Reakcja ta katalizowana jest przez enzym nalezacy do klasy oksydoreduktaz - peroksydaze chrzanowa,
HRP (EC 1.11.1.7). Do badania mechanizmu powyzszej przemiany wykorzystatam niezbyt czesto stosowane
metody kinetycznych (KIE) i rozpuszczalnikowych (SIE) efektéw izotopowych, ktére mogq dostarczy¢ istotnych
informacji na temat tworzenia badz rozrywania wigzan w etapie decydujacym o szybkosci reakcji chemicznej.
Zastosowanie wymienionych metod narzuca konieczno$¢ uprzedniego ofrzymania zwigzkdéw znakowanych
izotopami stabilnymi ilbadZ promieniotwdrczymi, ktérych oferta handlowa jest niezwykle ograniczona. Dlatego tez
szczegblnie waznym elementem mojej pracy byto zoptymalizowanie warunkow reakcji i synteza odpowiednich
izotopomerdéw 1.-DOPY oraz jej pochodnych.

Pierwsza czes¢ mojej pracy badawczej polegata na optymalizacji warunkdw syntez w skali mikro, metod
kontroli postepu reakcji oraz technik oczyszczania izotopomeréw 1-DOPY, dopaminy i norepinefryny
znakowanych izotopami wodoru - deuterem oraz trytem — a nastepnie otrzymaniu wymienionych izotopomerow.

W ramach pracy doktorskiej zoptymalizowatam badZ opracowatam metody syntezy:

o izotopomeréw dopaminy i L.-DOPY, znakowanych deuterem i/lub trytem w pozycjach 2', 5, 6’ pierscienia
aromatycznego na drodze wymiany izotopowej katalizowanej kwasem, {j. [2’,5’,6’-2Hs]-dopaminy oraz
[2',5,6"-?H3]-, [2,5’,6'-3H3]- i [2',5',6"-2H3/*H3]-L.-DOPY,

e izotopomerow L-tyrozyny, znakowanych deuterem oraz trytem w pozycjach 3’ i 5 pierScienia
aromatycznego, jako prekursordw do syntezy odpowiednich izotopomeréw 1.-DOPY, ftj. [3’,5’-2H2)-
i [3,5°-H,]-L-tyrozyny,

o izotopomeru L-DOPY, znakowanego w pozycji 5 pierScienia aromatycznego na drodze odwrotne;
wymiany izotopowej w [2',5',6'-2H3]-1.-DOPIE lub enzymatycznej hydroksylaciji [3',5-2H,]-L-tyrozyny, 1.
[5’-2H]-L-DOPY,



o izotopomeru 1.-DOPY, znakowanego podwdjnie deuterem w pozyciji 3 tancucha alifatycznego w wyniku

enzymatycznej hydroksylacji [3,3-2Hz]-L-tyrozyny, {. [3,3-2H,]-L-DOPY.

Ponadto w syntetycznej czeSci opracowatam szybka metode otrzymywania norepinefryny
z 3,4-dihydroksybenzaldehydu i NaCN, ktora moze stuzy¢ jako reakcja prekursorowa do znakowania tej aminy
izotopami wegla zaréwno stabilnymi, jak i promieniotwérczymi. Stwarza to mozliwo$¢ wykorzystania tej metody
w medycynie nuklearnej, szczegoinie do pozyskania zwigzkéw uzytecznych w pozytonowej tomografii emisyjnej
(PET).

W drugiej czesci pracy badawczej skupitam sie na badaniu mechanizmu powstawania aminochroméw
w reakcjach utleniania .-DOPY i jej pochodnych katalizowanych przez enzym HRP. Wykorzystatam w tym celu
jedno z najpotezniejszych narzedzi stosowanych do badan mechanistycznych, a mianowicie metode
kinetycznych i rozpuszczalnikowych efektéw izotopowych. KIE i SIE dla deuteru wyznaczytam za pomocy
niekonkurencyjnej metody pomiardw spektrofotometrycznych, prowadzac reakcje utleniania 1.-DOPY, dopaminy,
norepinefryny i ich izotopomeréw znakowanych deuterem. Pozwolito mi to na obliczenie parametréw
kinetycznych: Vmax 0raz Ku badanych reakcji w buforach protonowanym i deuterowanym, na podstawie ktorych
otrzymatam liczbowe warto$ci KIE oraz SIE, Tabela 1.

Tabela 1. KIE i SIE dla reakcji utleniania L-DOPY i jej pochodnych katalizowanych przez
peroksydaze chrzanowg (HRP)

izotobomer bufor KIE na KIE na SIE na SIE na
p Vmax VmaxIKM Vmax VmaxIKM
DA H20/2H:0 - - 31+£0,3 34104

H20 1,3+0,2 1,1+0,1
[25',6-2H3]-DA 2,702 32+0,1
H,0 1,2+0,1 1,1+0,2

NEzH0: | "H:02H:0 - - 20403 | 14%0,1
NE bezHo0; | 'H20/2H:0 . . 39405 | 38%03

L-DOPA 1H;0/2H;0 - - 2101 | 13+0,1
(256 2Hq- 1H,0 11£01 | 1,7£0,1

24+02 1,6 £0,1

L-DOPA 2H,0 1,3+0,1 21+0,1

H20 22+0/1 32+0,1
[5-2H]-L-DOPA 21%0,2 1,1+0,1
H,0 22+%0,2 2,7%0,2

[3,3-2H,]-L.-DOPA H20 1,3+0,1 1,7+0,1 - =

Przeprowadzone badania efektow izotopowych rzucity nowe spojrzenie na mechanizm dziatania HRP
we wczesnych stadiach biosyntezy melanin, obejmujacych reakcje utleniania zwigzkéw z ugrupowaniem
katecholowym do odpowiednich aminochroméw. Brak efektow izotopowych lub nieduze wartosci KIE oraz SIE
w badanych reakcjach potwierdzity przypuszczenia o ztozonym mechanizmie dziatania wspomnianego enzymu.

Interesujacy byt postep reakcji dla norepinefryny z udzialem HRP bez dodatku H,O, do medium

inkubacyjnego. Jak wiadomo H,O- jest kofaktorem niezbednym do aktywno$ci enzymu. Wyznaczone w tym
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przypadku relatywnie duze wartosci SIE na Vimax oraz Vma/Ku (bliskie 4) w poréwnaniu ze $rednio o potowe
mniejszymi odpowiednimi wielkosciami dla reakcji przebiegajacej w obecnosci H.0,, potwierdzity przypuszczenie
tworzenia sie endogennego nadtlenku wodoru w trakcie utleniania norepinefryny, ktéry nastepnie zostaje
wykorzystany przez enzym. Ponadto protony do syntezy H,O. muszg pochodzi¢ z rozpuszczalnika (0 czym
Swiadczy warto$¢ efektu izotopowego), a wiec rozpuszczalnik ma tutaj istotny wptyw na przebieg reakcji
enzymatycznej.

WartoSci KIE bliskie jednosci (brak efektu izotopowego), szczegélnie dla izotopomerdw, znakowanych
deuterem w pozycjach 2, 5’ i 6" pierScienia aromatycznego, wskazuja, ze zamknigcie pierScienia w trakcie
przejécia zwigzku katecholowego w aminochrom nie jest etapem decydujacym o szybkosci reakcji. Potwierdzajg
to rowniez mate wartosci drugorzedowych KIE, wyznaczone dla izotopomeru [5'-2H]-1.-DOPY.

Wyniki otrzymane w trakcie moich badan, rzucity nowe $wiatto na pewne aspekty mechanistyczne
w reakcji enzymatycznego utleniania L-DOPY i jej pochodnych do odpowiednich aminochroméw. Jednocze$nie

podczas eksperymentéw nasunety sie nowe pytania, ktére wcigz czynig ten temat bardzo atrakcyjnym.



