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NAJBLIZSZYM



1. WSTEP

Enzymy, w dobie biologii molekularnej, jaka jest niewatpliwie druga
potowa XX wieku, zawsze cieszyly si¢ ogromnym zainteresowaniem
biochemikéw, biologéw molekularnych, biofizykow, a takze innych badaczy
zajmujacych si¢ naukami biologicznymi. Biokatalizatory sa niezmiernie
waznymi elementami organizméw zywych odpowiedzialnymi za przebieg
procesOw metabolicznych. W ostatnim czasie zainteresowali si¢ nimi rowniez
chemicy analitycy, teoretycy 1 organicy. Chemika organika oczywiscie
najbardziej zainteresuje zastosowanie enzymow w syntezie organicznej.

Enzymy to  katalizatory reakcji  chemicznych  zachodzacych
w organizmach zywych. Na ogot sa to czasteczki biatka, czgsto zawierajace
cze$¢ niebiatkowa (koenzym; a jesli jest zwiazany kowalencyjnie - grupa
prostetyczna), obok czg¢sci biatkowej (apoenzym). Czasem enzymami moga by¢
czasteczki RNA (rybozymy), ale na ogoél dzialaja one autokatalitycznie. Za
zdolnosci  katalityczne odpowiedzialne jest centrum aktywne enzymu, ktore
wigze 1 przeksztalca substrat. Pozostala czg$¢ czasteczki odpowiada za
rozpoznanie substratu, inhibitorow, aktywatorow itp.

Stosowanie biokatalizatorow w syntezie organicznej ma swoje wady
1 zalety. Wérod tych ostatnich mozna wymienic:

- duza szybkos$¢ 1 wydajnos$¢ reakcji. Reakcje enzymatyczne sa bardzo

wydajne 1 zachodza stosunkowo szybko. Na ogoét czas reakcji

enzymatyczne] nie przekracza kilkunastu godzin (tzw. overnight),

a najczesciej reakcja taka nie trwa dluzej niz godzing.

- brak reakcji ubocznych. Dzigki temu podczas reakcji enzymatycznej nie

powstaja inne zwiazki, ktére potencjalnie moglyby zanieczyszczaé

produkt, zatruwa¢ enzym, utrudnia¢ dalsze operacje 1 w efekcie

zmniejsza¢ wydajnosc.



- tagodne warunki reakcji. Reakcje enzymatyczne przebiegaja
w $rodowisku wodnym, w temperaturach w zakresie 0-95 °C, na og6t
20-40°C, w pH 1-10, na ogo6t 7-8,5. Podczas takich syntez nie stosuje sie
jakich§ szkodliwych 1 niebezpiecznych substancji, np. trucizn,
tatwopalnych rozpuszczalnikow itp. Sa to wigc dos¢ bezpieczne syntezy,
co jest szczegblnie wazne w biotechnologii; dzigki temu produkcja na
skale przemystowa z wuzyciem biokatalizatorow jest mozliwa,
nieszkodliwa dla srodowiska i1 bezpieczna dla konsumentow.

- proste 1 tanie metody wyodrgbniania produktow z mieszaniny
poreakcyjnej.

- specyficznos$¢. Enzymy wykazuja rozne rodzaje specyficznosci:

- substratowa — w stosunku do okreslonego zwiazku chemicznego,

- regiospecyficznos¢ — w stosunku do okreslonego ugrupowania

W czasteczce,

- stereospecyficznos¢ — w stosunku do okreslonego stereoizomeru.
Enzym reaguje wigc z jednym, S$cisle okreslonym zwiazkiem, badz
rodzajem zwiazkéw. W reakcjach enzymatycznych powstaje tez na og6t
jeden, $cisle okreslony produkt badz typ produktu.

- niskie koszty uzywania enzyméw. Do syntez uzywa si¢ niewielkie ilo$ci
enzymu. Dzigki temu koszty sa na ogoét niskie, cho¢ zalezy to od rodzaju
uzywanego enzymu. Niemniej jednak w przypadku biokatalizatorow
dostepnych komercyjnie jest to reguta. Nieco inaczej jest w przypadku
enzymow niedostepnych ta droga; wtedy trzeba si¢ zdecydowac na czgsto
kosztowna 1 pracochtonna preparatyke enzymu.

Do wad stosowania enzymow w syntezie organicznej naleza:

- ograniczona mozliwo$¢ stosowania. Biokatalizatory moga bowiem
katalizowaé przemiany zwiazkow wystgpujacych w organizmach zywych

badz zwiazkéw do nich podobnych, i tylko w okreslonych warunkach. To



oczywiscie znacznie ogranicza zastosowanie enzymow Ww syntezie
organicznej.
- wrazliwo$¢ enzymoé6w. Enzymy podobnie jak  wigkszos$¢
makrobioczasteczek sa wrazliwe na wiele substancji chemicznych
1 czynnikow fizycznych. Czgsto maja one bardzo waskie optimum
dziatania,  jesli chodzi o stgzenia substratow, moc jonowa, pH
1 temperaturg. Szczegdlnie dotyczy to enzymow kluczowych dla regulacji
metabolizmu. W warunkach nieoptymalnych aktywnos¢ takich enzymow
drastycznie si¢ obniza. Enzymy moga tez ulega¢ denaturacji pod
wplywem soli metali cigzkich, rozpuszczalnikow organicznych
1 nieodpowiednich warunkow fizycznych.
- odwracalnos¢ reakcji enzymatycznych. Biokatalizatory, jak kazde
katalizatory, katalizuja reakcje chemiczna, jak 1 reakcje do niej odwrotna
przyspieszajac osiagnigcie stanu rownowagi. Uniemozliwia to uzyskanie
100% wydajnosct 1 czasem powoduje znaczne obnizenie stopnia
przereagowania.
- mikroskala. Stosujac metody enzymatyczne mozna uzyskac¢ niewielkie
ilosci produktu, gdyz pracuje si¢ z niewielkimi ilo$ciami substancji ze
wzgledu na wrazliwo$¢ enzymu. Praca w mikroskali wymaga rowniez
specjalnej malej aparatury laboratoryjnej, co zwigksza koszty syntezy
pomimo prostoty tej aparatury. Pracujac z malymi ilo$ciami czgsto mozna
straci¢ duza czes¢ reagentOw podczas wykonywania pewnych operacji.
Dlatego tez podczas pracy w mikroskali uzyskuje si¢ mniejsze
wydajnosci niz w makroskali.

Mimo tych wad przed enzymami rysuje si¢ wielka przysztos¢ w syntezie

organicznej. Obecnie najczesciej uzywa si¢ enzymow do:
- rozdzielania mieszanin racemicznych,

- specyficznej syntezy organicznej (ze wzgledu na czysto$¢ produktow),



- komercyjnej syntezy zwiazkow trudnych badz niebezpiecznych do

otrzymania w syntezie chemiczne;j.

Bardzo wazne jest poznawanie mechanizmow reakcji enzymatycznych.
Ich znajomo$¢ pozwala lepiej zrozumie¢ natur¢ reakcji 1 opracowac np.
aktywatory badz inhibitory enzymu, a nast¢pnie wykorzystywac je w syntezach
enzymatycznych, lub jako leki. Inhibitorami beda np. zwiazki majace strukture
podobna do struktury stanu przejSciowego. Zwiazki takie, ze wzgledu na
powinowactwo, silnie wiaza si¢ z centrum aktywnym 1 blokuja dziatanie
enzymu.

Stosuje si¢ r6zne metody badania mechanizmow reakcji enzymatycznych.
Mozna np. probowac¢ otrzymywaé zwiazki podobne w swej strukturze do
struktury stanu przejSciowego 1 bada¢ ich wplyw na szybkos¢ reakcji
enzymatycznej. JeSli zwiazek ten jest silnym inhibitorem, to jego struktura jest
podobna do struktury stanu przejsciowego (tzw. analogi stanu przejsciowego).
Mozna tez otrzymywac enzym zwigzany z substratem 1 badac strukturg adduktu
lub centrum aktywnego metodami krystalograficznymi badz NMR-owymi
(czesto wykorzystuje si¢ w takich badaniach zmiany w stalych sprzezenia
w zalezno$ci od konformacji zwiazku).

W badaniach mechanizméw reakcji enzymatycznych duza przysztosc
moga mie¢ kinetyczne efekty izotopowe (KIE — z ang. kinetic isotope effect).
KIE polega na réznicy w szybkosci reakcji w przypadku uzycia zwiazkow
z roznymi izotopami danego pierwiastka. Najczgsciej szybciej zachodza reakcje
ze zwiazkiem zawierajacym lzejszy izotop. KIE to stosunek stalych szybkosci
reakcji z uzyciem izotopu lzejszego do analogicznej wielkosci w przypadku
izotopu ciezszego. Mozna wyrdézni¢ dwa rodzaje KIE — pierwszorzedowy
1 drugorzedowy. Efekt pierwszorzedowy wystepuje wtedy, gdy w etapie
decydujacym o szybkosci reakcji nastgpuje rozerwanie lub utworzenie wiazania
wytworzonego przez atom na ktoérym badany jest efekt. Jesli nie nastepuje

rozerwanie (wytworzenie) wigzania przy badanym atomie to mamy do czynienia



z efektem drugorzedowym. Efekt pierwszorzedowy jest oczywiscie duzo
wigkszy od drugorzedowego. W ten sposéb dzigki KIE mozna bada¢ struktury
etapow przejsciowych decydujacych o szybkosci reakcji, rowniez reakcji
enzymatycznych.

Do badan takich uzywa si¢ zwiazkow specyficznie, w okreslonej pozycji,
znakowanych odpowiednimi izotopami, najczesciej promieniotworczymi. Na
ogot zwiazek taki nalezy najpierw otrzymac. Nie jest to sprawa prosta z kilku
powoddw - pracuje si¢ w mikroskali, wszystko — ze wzgledow bezpieczenstwa
— znacznie komplikuje promieniotwdrczo$¢; poza tym same izotopy
promieniotworcze sa do$¢ kosztowne. Tym nie mniej warto uzywa¢ metod
1zotopowych w badaniach mechanizmow reakcji enzymatycznych, gdyz czgsto
rozwiazuja one problemy, w ktorych tradycyjne metody sa bezuzyteczne.
Zwiazki organiczne znakowane izotopami znajduja rOwniez inne zastosowanie,
np. P i S wykorzystuje sie w sondach molekularnych DN-owych
1 RN-wych; rézne izotopy stosuje si¢ w badaniach szlakow metabolicznych
1 ostatnio takze w tomografii pozytonowej (PET — z ang. positron emission
tomography).

Metoda PET powstata w latach 70 - tych naszego wieku. Polega ona na

podaniu organizmowi zwiazku znakowanego izotopem krotkozyciowym,

nast¢pnie na detekcji promieniowania y 1 na okre§leniu tempa wchianiania
zwiazku, ktére w ko-morkach chorych, a zwlaszcza nowotworowych jest
anormalne. W PET uzywa si¢ izotopow krotkozyciowych o nadmiarze
protonow w jadrze w stosunku do neutrondéw. Stabilizuja si¢ one przez
przemiang protonu w neutron z jednoczesna emisja pozytonu 1 neutrina.
Pozyton natomiast do$¢ szybko trafia na elektron (jest ich duzo
w otoczeniu) 1 nastgpuje anihilacja (czastka-antyczastka) z emisja
promieniowania y. Stosowane izotopy 1 ich przemiany jadrowe przedstawia

Tabela 1 [1].



Izotop ti» (min) Przemiana Maksymalna energia [MeV]

''C 20,38 sC > SB+le+v+y 0,96

"N 9,96 N> SC+ile+v+y 1,19

"0 2,1 50> N+ le+v+y 1,72

18R 110 BF—> 0+ je+v+y 0,635
Ogotem: p— on + ?e+v+y

le+ jle—>2y 0,51

Tabela 1. [zotopy stosowane w PET 1 ich przemiany.

Ze wzgledu na krétki czas zycia tych izotopow od wytworzenia izotopu
(pochodzenie cyklotronowe) do jego podania pacjentowi powinien uptynaé czas
nie dluzszy niz 3 okresy jego potowicznego rozpadu. W zwiazku z tym
konieczne jest,aby blisko siebie byly potozone osrodki wytwarzajace izotop,
wlaczajace go w zwiazki biologicznie czynne 1 klinika, w ktérej znakowany
zwiazek podaje si¢ pacjentowi oraz przeprowadza detekcj¢ promieniowania.
Jesli chodzi o wlaczenie izotopu to dobrze jest go wilacza¢ w jak
najpodzniejszym momencie syntezy, a etapy z obecno$cia izotopu wraz
z oczyszczaniem powinny by¢ jak najkrétsze. Oczyszczanie czgsto prowadzi si¢
na HPLC. Otrzymywane zwiazki musza by¢ bardzo czyste, gdyz podaje si¢ je
do organizmu. Dotychczas zsyntetyzowano okoto 600 zwiazkow znakowanych
1zotopami krotkozyciowymi, ale w medycynie stosuje si¢ okoto 10 z nich (na
ogot 4-5 zwiazkéw). Przygotowany zwiazek podaje si¢ pacjentowi najczescie]
dozylnie ze wzgledu na szybkie rozchodzenie si¢ zwiazku po organizmie.
Podana dawka ma nieduza aktywno$¢, aby powstajace promieniowanie nie

wyrzadzito szkody pacjentowi. Nalezy pewien czas odczekac, aby nastapito po-

branie izotopu przez tkanki. Nastgpnie robi si¢ detekcje promieniowania 7y
w ciele 1 ocenia si¢ dzigki temu ilo§¢ wlaczonego zwiazku. Podany izotop ze
wzgledu na krotki czas pottrwania szybko znika z organizmu. Rozne rodzaje
komorek pobieraja w roznym, ale znanym, tempie podany zwiazek. Komorki

patologiczne tzn. chore pobieraja czg¢sto pobieraja zwiazki wolniej badz



szybciej niz normalnie. Dzigki temu mozna wykry¢ ogniska choroby.
Szczegolnie metoda ta nadaje sie¢ do detekcji skupisk komorek nowotworowych,
ktore ze wzgledu na dluzsza proliferacje 1 czgsto szybszy metabolizm na ogdét
szybciej niz normalne komoérki pobieraja metabolity.

PET jest metoda dos¢ kosztowna, zwlaszcza w poczatkowym okresie
dziatania centrum PET. P6zniej koszty sa mniejsze, gdyz w stosowaniu takich
metod istotne jest doswiadczenie. Jesli chodzi o strong chemiczna bardzo wazne
jest opracowanie wykonania odpowiednich syntez na zwiazkach
nieradioaktywnych. Niewatpliwie warto t¢ metode stosowac przy wykrywaniu
chordb, a zwlaszcza nowotwordw, ale nalezy to robi¢ w ostatecznosci — ze
wzgledu na koszty, jak 1 na szkodliwos¢ pobranego i1zotopu. Czgsto chorobe
mozna wykry¢ tylko za pomoca PET. Ma ona bowiem tg zaletg, ze pozwala na
badanie bezposrednio w organizmie, w przeciwienstwie do NMR-u 1 tomografii
komoérkowe;.

Praca ta, w omowionych aspektach, bedzie dotyczyla liazy
fenyloalaninowe; (PAL — z ang. phenylalanine ammonia lyase, EC 4.1.3.5).
Enzym ten katalizuje eliminacj¢ amoniaku z L-fenyloalaniny. W wyniku tej
reakcji powstaje kwas (E)-cynamonowy. Jest to reakcja stereospecyficzna,
eliminacji ulega atom wodoru potozony w pozycji proS [2,3]; przedstawia to

schemat 1.

COOH

Schemat 1. Reakcja katalizowana przez PAL.

W zalezno$ci od pochodzenia PAL r6znig si¢ nieco wlasciwosciami. Nie
wymagaja one obecno$ci kofaktoréw. Obok liazy histydynowej (HAL, EC
4.3.1.3) PAL to jedyna amoniakoliaza nie wymagajaca fosforanu pirydoksalu



jako  kofaktora. Substratami tego enzymu (zawsze 2z mniejszym
powinowactwem niz L-fenyloalanina) moga by¢: D-fenyloalanina [4],
L-tyrozyna (PAL wyizolowany z roslin jednolisciennych; podobny enzym
z dwulisciennych nie katalizuje takiej reakcji) [5,6,7], L-m-tyrozyna [8], 4-nitro-
L-fenyloalanina [9], 2',5'-dehydrofenyloalanina [8,10], kwas 2-aminoindono-
2-fosfonowy [11]. Substratami do reakcji odwrotnej moga by¢: kwas
p-kumarowy [12], kwas 2',5'-dehydrocynamonowy [10], (£)-cynamonian metylu
[11]. Sa to inhibitory kompetycyjne tych reakcji. Istnieje tez szereg inhibitorow
niekompetycyjnych tego enzymu, sa to na ogédt zwiazki reagujace z grupa
karbonylowa 1 tiole [4]. Enzym jest bardzo wrazliwy na NaBH,. (reaguje tez

z fenyloalaning 1 kwasem cynamonowym; przed ta inhibicja chronia enzym

L-cysteina 1 [-merkaptoetanol w niskich ste¢zeniach). PAL jest nieco mniej
wrazliwy na cyjanki, chlorowodorek semikarbazonu i fenylohydrazyny [3], Hg**
(inhibicja zmniejszana przez -merkaptoetanol), 8-hydroksychinoling (inhibicja
nieodwracalna, nawet po dodaniu Cu'", Cu** lub NaHSOy) [12], imidazole, kwas
L-a-aminooksy-fS-fenylopropionowy [5], 2,3-butanodion, fenyloglioksal [9],
nitro-metan [9,13] 1 inne nitrozwiazki, np. nitroetan, 2-nitroetanol, kwas
3-nitropropionowy, kwas 3-fenylopropynowy, Na,S, [14], Cd*, Zn*, Ag"
[4,14]. Kwas L-f-fenylomlekowy 1 D,L-2-hydroksyfenyloalanina chronia przed
inhibicja cyjankami, Na,S,, NaBH4 [14]. PAL jest mato wrazliwy na jodek
acetylu, p-rtgciobenzoesan, N-metylomaleimid 1 duze stgzenie soli
nieorganicznych [4] oraz fmerkaptoetanolu [12].

Parametry kinetyczne 1 termodynamiczne enzymu (w warunkach optymal-
nych) zaleza od zrédia, z jakiego uzyskano PAL. Stata rownowagi reakcji
eliminacji amoniaku wynosi w 30°C, pH 6,8, mocy jonowej ~ 0, okoto 4,7M;
AG® = -0,93kcal/mol. Warto$¢ ta wynika z uktadu elektronowego czasteczek
substratu 1 produktu oraz ich struktur rezonansowych. Dlatego tez
(E)-cynamonian jest inhibitorem reakcji eliminacji (sprzyja temu fizjologiczne

pH ~ 7), a L-fenyloalanina jest inhibitorem reakcji addycji na zasadzie



sprz¢zenia zwrotnego [4]. Stata Michaelisa waha si¢ od 11uM do 5mM 1 ro$nie

wraz z obnizeniem punktu izoelektrycznego bialtka PAL [11,14], szybko$¢

maksymalna od 3 do 12umola*min'*mg" biatka [11,12], liczba obrotéw
enzymu od 1,6 do 22s” [6], a energia aktywacji wynosi 13,7kcal/mol. PAL
moga wykazywa¢ wlasciwosci negatywnie allosteryczne (na ogot sa to enzymy
uzyskane z ro$lin wyzszych), badz mie¢ kinetyke Michaelisa-Menten (PAL
uzyskane z mikroorganizméw) [10]. Dla enzyméw allosterycznych
wspotczynnik Hilla wynosi od 0,6 do 1,1. Optymalna temperatura dla dziatania
PAL moze wynosi¢ nawet okolo 60°C [6], ale enzym ten dobrze dziala
w temperaturze od 25 do 30°C. Optymalne pH zalezy od pochodzenia enzymu
1 wynosi od 8,0 do 9,2 dla reakcji eliminacji [5,12], a dla reakcji addycji okoto
9,7. PAL jest aktywny réwniez w n-oktanolu 1 w n-heksanolu z 2% domieszka
wody. W takich warunkach enzym ten wykazuje mniejsza enancjoselektywnosc,
jak 1 specyficznos¢.

Wszystkie znane PAL sa tetramerami, na og6t homotetramerami, ale np.
u pszenicy PAL sktada si¢ z 2 podjednostek o masie 75kDa 1 z 2 o masie
85kDa [15]. Jedna podjednostka moze mie¢ od 703 do 721 aminokwaséw [16].
Cigzar biatka wynosi na og6t 300-340 kDa (okoto 75-85 kDa na podjednostke),
ale znane sa PAL o masie 556kDa [12], jak 1 152kDa [11]. Punkt izoelektryczny
PAL wynosi od 4,1 do 6,3 [12]. Na ogo6t im nizszy jest punkt izoelektryczny,
tym dany PAL ma wyzsza stata Michaelisa [17]. Na jedno biatko przypadaja
2 miejsca aktywne. Kazda podjednostka posiada miejsce aktywne, ale tylko
2 miejsca w catej czasteczce zachowuja aktywnos¢ katalityczna [15].

Liaza fenyloalaninowa to bialko stare ewolucyjnie, istnieje juz
przynajmniej 1,5mld lat (czas, jaki wuptynal od rozdzielenia si¢ linii
ewolucyjnych grzybdéw i roslin) [13]. Nie wystgpuje ono u pierwotniakow
1 zwierzat. Jest to kluczowy enzym metabolizmu roslin wyzszych. Powstajace
w wyniku jego dziatania kwasy (F)-cynamonowy 1 p-kumarowy

(z L-tyrozyny) sa substratami do biosyntezy barwnikow flawonoidowych,



(1 innych flawonoidow), izoflawonoidowych, stilbendw, kumaryn
1 furanokumaryn, ochronnych estrow hydroksycynamonowych, kwaséw
chloragenowych, lignin, waznych estréw 1 amidow, substancji chronigcych
komoérke przed rozpuszczalnikami, alkaloidow, fitohormondéw, fitoaleksyn
1 substancji chroniacych przed swiattem UV [6,11]. PAL pelni tez kluczowa
rolg¢ w katabolizmie fenyloalaniny 1 tyrozyny [11]. Enzym ten peini wazna rolg
w obronie roslin przed patogenami, swiattem UV 1 stresem Srodowiskowym
[16]. Jego biosynteza jest kontrolowana przez hormony 1 aktywowana po
naswietleniu promieniowaniem UV 1 VIS [17]. PAL aktywuje réwniez liaze
tyrozynowa [5].

W zwiazku ze swoja kluczowa rola PAL jest syntetyzowany w kazdej
tkance [6]. Z tego samego powodu w roslinach PAL ma od 3 do 5 (na ogoét 4)
kopii w genomie (haploidalnym) [6] 1 wszystkie one ulegaja ekspres;ji.
Dominuja bialka o wyzszej stalej Michaelisa. Pomigdzy tymi izozymami
homologia na poziomie sekwencji aminokwasowej wynosi powyze] 90%,
a pomigdzy réznymi gatunkami powyzej 60%. Homologia na poziomie
sekwencji DNA jest mniejsza, odnosi si¢ to rowniez do sekwencji flankujacych
gen pal [6]. Gen kodujacy PAL ma introny [16]. Na ogét podjednostki PAL
tworza homomery, ale moga tez tworzy¢ si¢ heteromery badz mikrosomalne
kompleksy multienzymatyczne [6,17]. Wtlasnosci kinetyczne izozymow
w jednym organizmie sa bardzo podobne do siebie [6]. W jednym organizmie
moze tez wystgpowaé nawet 11 réznych izozymdéw PAL (np. u fasoli) [17].
Dominuja PAL o wyzszych statych Michaelisa. Ich mnogo$¢ jest powodowana
przez r6zng transkrypcje 1 translacje (w ramce odczytu sa dodat-kowe kodony
stop, ale odczytywane sa one odczytywane tylko wtedy, gdy brak jest miejsc
wiagzacych substrat 1—fenyloalaning badz (E)-cynamonian) [16,17]; 1 mo-
dyfikacje posttranslacyjne (np. odcigcie czgsci polipeptydu) [17]. Nie
stwierdzono glikozylacji PAL [12]. Jesli chodzi o wiasciwos$ci immunologiczne,

to przeciwciata rozpoznajace biatko PAL jednego gatunku rozpoznaja tez jego



odpowiednik innego organizmu co wykorzystuje si¢ w immunoprecypitometry-
cznym wykrywaniu PAL [12].

Liaza fenyloalaninowa jest bialkiem duzym i niestabilnym, dlatego tez
trudnym w preparatyce [15]. Do jego wyodrebnienia stosuje si¢ wysalanie
siarczanem amonu 1 protaminy, filtracj¢ zZelowa, chromatografi¢ podziatlowa
1 jonowymienng oraz elektroforez¢ preparatywna. W ten sposdb mozna ten
enzym oczys$ci¢ okoto 200-krotnie [11,17]. Mozna tez PAL otrzyma¢ metodami
biotechnologicznymi  —  poprzez  heterologiczna  ekspresje¢  klonow
cDN-owych [5,15].

PAL stosuje si¢ przy leczeniu 1 diagnozowaniu fenyloketonurii — choroby
genetycznej czlowieka, do przemystowej produkcji L-fenyloalaniny
1 w biotechnologii roslin [12].

Ze wzgledu na wazna role 1 zastosowanie tego enzymu nalezy do konca
pozna¢ mechanizm jego dzialania. Celem tej pracy jest czg§ciowe rozwiazanie

tego problemu.



2. CELE PRACY

1. Opracowanie metody syntezy znakowanego izotopami wegla kwasu
malonowego 1 cynamonowego.

2. Synteza kwasu [1-"*C]-malonowego.

3. Synteza kwasu [1-"*C]-cynamonowego.

4. Synteza kwasu [2-'*C]-cynamonowego.

5. Synteza [1-'*C]-benzaldehydu.

6. Synteza kwasu [3-'*C]-cynamonowego.

7. Opracowanie sposobu wyznaczania KIE.

8. Synteza [3-"*C]-L-fenyloalaniny.

9. Wyznaczanie KIE "*C/"*C w reakcji addycji amoniaku do (E)-cynamo-

nianu katalizowanej przez PAL w pozycji 3.

10. Wyznaczanie KIE "“C/"C w reakcji addycji amoniaku do (E)-cyna-
monianu dla pozycji 2.

11. Wyznaczanie KIE "*C/'*C w reakcji addycji amoniaku do (E)-cyna-
monianu dla pozycji 1.

12. Na podstawie okreslonych KIE zapropoponowanie mechanizmu
reakcji addycji amoniaku do (£)-cynamonianu.

13. Rozwazenie mozliwosci syntezy L—fenyloalaniny znakowanej ''C pod

katem PET.



3. PRZEGLAD LITERATUROWY

3.1. SYNTEZY AMINOKWASOW ZNAKOWANYCH
IZOTOPAMI WEGLA.

W literaturze opisano rdzne metody syntezy aminokwaséw znakowanych
izotopami wegla. W tomografii pozytonowej (PET) stosuje si¢ zwiazki znako-

wane ''C.
3.1.1. SYNTEZY FENYLOALANINY.
3.1.1.1. Syntezy fenyloalaniny znakowanej w grupie karboksylowe;j.

3.1.1.1.1. Synteza Streckera.
HN., ~COO
CHO 2
1) (NH,),CO3

2) NaOH

+ KICN

Schemat 2. Synteza [1-''C]-fenyloalaniny metoda Streckera.

3.1.1.1.2. Synteza Bucherera-Streckera.
NC H,N sy, ~COOH

1) BuLi
—_—

2) l1(:02
3) H

Schemat 3. Synteza [1-!''C]-fenyloalaniny metoda Bucherera-Streckera.

Obydwie powyzsze syntezy (schematy 2 1 3) przebiegaja z duza wydajno-
scia, ale otrzymuje sig¢ racemiczna fenyloalaning. Mozna te metody wykorzysta¢

do znakowania fenyloalaniny izotopami wegla #C 1 13C.

3.1.1.1.3. Synteza z uzyciem ftalimidu.

W takiej wieloetapowej syntezie (schemat 4) uzyskano niezbyt duze



wydajnosci (ze wzgledu na ilo$¢ etapow). Najpierw otrzymuje si¢ glicyne
znakowana w grupie karboksylowej [18], a pdzniej fenyloalaning [19]. Ta

metoda uzyskuje si¢ tylko mieszaniny racemiczne aminokwasow.

3.1.1.1.4. Synteza z uzyciem malonianu dietylu.

Synteza przedstawiona na schemacie 5 jest wieloetapowa 1 daje
w zwiazku z tym niskie wydajno$ci. Mozna ja wykorzysta¢ do znakowania

izotopami wegla w pozycji 1 1 2 fenyloalaniny [20].

3.1.1.1.5. Synteza z uzyciem amidow.

Synteza przedstawiona na schemacie 6 daje rowniez racemiczng
fenyloalaning [21]. Ta metoda moze by¢ wykorzystana do znakowania

fenyloalaniny atomami wegla w pozycjach 11 2.

3.1.1.1.6. Synteza fenyloalaniny z uzyciem N-acetyloglicyny.

Ta synteza (schemat 7) daje racemiczna fenyloalaning [22]. Mozna jej

uzy¢ do znakowania w pozycjach 1, 2, lub 3.

3.1.1.2. Syntezy fenyloalaniny znakowanej w pozycji 3.

3.1.1.2.1. Synteza z uzyciem estru tert-butylowego

N-difenylometylenoglicyny.

Metoda uwidoczniona na schemacie 8 otrzymuje si¢ czysta racemicznie
fenyloalaning. Wydajnos$ci radiochemiczne nie sa zbyt wysokie ze wzgledu na
krotki okres potrozpadu ''C. Oksydaza D-aminokwasowa utlenia D-aminokwasy
do a-ketokwasow, ktore mozna rozdzieli¢ od aminokwasdéw poprzez
chromatografi¢ jonowymienna na kationicie. Od momentu wytworzenia ''CO,
1 z etapem z udzialem D-AAO synteza zajmuje okoto 100 minut.
Z o-ketokwasow mozna otrzymaé¢ w reakcji z transaminaza glutaminian:
o-ketoglutaran (GOT) uzyska¢ L-fenyloalaning [23]. W podobny sposéb mozna

wyznakowa¢ fenyloalaning innymi izotopami wegla.
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~CH, CH,OH
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_CH,!1CN

HCI
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Schemat 4. Synteza [1-!'C]-fenyloalaniny.
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Et0OC—__~COOEt HOOC
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COOEt 2) HCI

Br,, wrzacy eter dietylowy
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2
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At (nadmiar)
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Schemat 5. Synteza fenyloalaniny z uzyciem malonianu dietylu.

NHCOR

R'OOC COOR!'
\ CH,X
R—CONH—CH/ COOR EtONa, EtOH
“NCOOR'

HCl, H,0

X COOH

H;N
R, R' - reszty alkilowe
X - atom chlorowca

Schemat 6. Synteza fenyloalaniny z uzyciem amidu.

3.1.1.2.2. Synteza z uzyciem oksazolonu.

Synteza ta (schemat 9) przebiega z duzymi wydajnosciami i w jej wyniku

uzyskuje si¢ L-fenyloalaning.



ACZO
H,NCH,COOH —>> AcHNCH,COOH

C.H,CHO ‘

HOOC COOH
HOOC COOH H,N CONH
O/< \/\g/
N NH,
0”7 >
HC1

H, s, ~COOH

Schemat 7. Synteza fenyloalaniny z uzyciem N-acetyloglicyny.

3.1.2. SYNTEZY AMINOKWASOW POCHODNYCH
FENYLOALANINY.

Warto zwréci¢ szczegdlna uwage na syntezy takich aminokwasow ze
wzgledu na ich podobienstwo do fenyloalaniny. Dzigki nim podobnymi

metodami mozna byloby otrzymac¢ fenyloalaning.

3.1.2.1. Synteza [2-"*C]-0-hydroksy-p,L-fenyloalaniny.

W  metodzie tej (schemat 10) otrzymuje si¢ zanieczyszczone
stereoizomery o-hydroksyfenyloalaniny, ktore nalezy rozdzieli¢. Procedura jest

wieloetapowa 1 czasochtonna [24].
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@ COOtBu
@ s

BF;, Et,O / toluen, rfx, 8 h
HZNCHZCOOtBu > @

1) BuN"HSO,", NaOH, H,0 / CH,Cl, (PTC)
2)

CcH,I
1) PhMgBr
11CO >
® ) LiAH,, THF
3) HI, CH2C12 3 - 5 m]nut

3) HCY, 1300C, 5 minut

LY
H;N, _COOH

o

CH,
D- AAO (E. C. 1.4.3.3.), 15 - 20 minut @/

QT/COOH
11

LCH, : “CH,

1 GOT (E. C. 2. 6. 1. 1.), glutaminian

H,N, _COOH 0

Schemat 8. Synteza [3-''C]-L-fenyloalaniny z uzyciem estru tert-butylowego

N-difenylometylenoglicyny.

3.1.2.2. Synteza [3-"'C]-L-tyrozyny i [3-"'C]-L-DOPA.
W takiej syntezie (schemat 11) uzyskuje si¢ racemiczna [3-''C]-alaning
z duza wydajnos$cia radiochemiczna w ciggu 18 minut. L-tyrozyng i L-DOPA

uzyskuje si¢ w ciagu ok. 50 minut z niezbyt duza wydajno$cia radiochemiczna



ze wzgledu na krotki czas pottrwania ''C, ale ze stosunkowo duza wydajnoscia

chemiczng [25].

3.1.2.3. Synteza [3-"*C]-D,L-tyrozyny.

Synteza ta (schemat 12) [26,27] jest mato wydajna 1 wieloetapowa,

a zatem czasochtonna. W jej wyniku powstaje mieszanina racemiczna.

1)11C02 11CHO
2) LIAIH, 1) 11CO,
PhMgBr H—O> - PhMgCl
HH0 2) Ph,TiCL, M
4) HCrO, 2 g
3) H,0
0
OJS o)
N N0
N
, DABCO ©/’CH
NaOH ’

|

O COO’

1
”CH2 transaminaza, pH 7,5 - ©/1CH2

DABCO - diazabicyklo - [2, 2, 2] - oktan

H N -COO

Schemat 9. Synteza [3-!'C]-L-fenyloalaniny z uzyciem oksazolonu.
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N 1) chymotrypsyna,

PNy COOH pH 5, 30 minut

2) jonit Dowex 50

OH
\
LN _coon HNS  cooEt
H“CH lc

@ 0,2 M NaOH
OH

Schemat 10. Synteza [2-!4C]-o-hydroksyfenyloalaniny

OH

3.1.2.4. Synteza [4°-"C]-p,L-tyrozyny.

Synteza taka (schemat 13) jest wydajna, cho¢ wieloetapowa. Jest czaso-

chlonna 1 w jej wyniku powstaje mieszanina racemiczna [28].

3.1.3. SYNTEZY INNYCH AMINOKWASOW ZNAKOWANYCH
1ZOTOPAMI WEGLA.

Czes¢ syntez jest analogiczna do omoéwionych syntez fenyloalaniny, totez
nie b¢da one omawiane dla innych aminokwasow, np. synteza Bucherera-
Streckera (punkt 3.1.1.1.2.), synteza Streckera (punkt 3.1.1.1.1.), synteza

aminokwasow znakowanych '""C w pozycji 3 z uzyciem 2-fenylo-5-oksazolonu



(punkt 3.1.1.2.2)), czy tez synteza z uzyciem estru fert-butylowego

N-difenylometylenoglicyny (punkt 3.1.1.2.1.) [23].

Ta ostatnia metoda udalo si¢ otrzymaé¢ znakowane ''C norleucyng,
leucyng, a takze — stosujac enzymatyczny rozdziat racematu — alaning, kwas
2-aminobutanowy 1 norwaling. W takiej syntezie reakcja sprzg¢gania z jodkami
alkilowymi zajmuje od 3 do 15 minut, a cale syntezy od 30 do 50 minut.
Pomimo to uzyskuje si¢ niewielkie wydajnosci radiochemiczne syntez, co jest
typowe dla znakowania ''C.

Syntez¢ [1-''C]-glicyny omoéwiono przy syntezie fenyloalaniny

znakowanej w grupie karboksylowej (punkt 3.1.1.1.3.).

3.1.3.1. Synteza [1-"'C]-p,L-proliny.

Synteze te przedstawia schemat 14.

LiAIH, / THF HI
HCOy(g) 4 > HCH;0- ——> CHsl(g)

O~

COOtBu

KOH, DMF / DMSO
11CH,4

N‘< H,!!IC_ _COOH
COOtBu  HCI/CH,Cl, \{
@ ' -
+

Ciag dalszy schematu na nastgpne;j stronie.




H,!''C_ _COOH

i,

1) D- AAO, katalaza
J 2) GPT, glutaminian

HCH,;COCOOH

P - tyrozynaza
(NH,),S0, Iub NH;

Ho OH i}
P H,N COO
PLP \|/

: 'LCH,
OH
i :OH
N_ _COO

0)
(
H

"CH,
D - AAO - oksydaza D - aminokwasowa
O GPT - transaminaza glutaminian : pirogronian
O PLP - fosforan pirydoksalu

Schemat 11. Synteza [3-!'C]-L-tyrozyny 1 [3-!'C]-L-DOPA.

3.1.3.2. Synteza [S-" C]-S-metylotio-L-cytruliny.

Syntezg t¢ przedstawiono na schemacie 15.



3.1.3.3. Synteza kwasu asparaginowego.

Syntez¢ kwasu asparaginowego przedstawiona na schemacie 16 [20]
mozna wykorzysta¢ do znakowania tego kwasu izotopami wegla w kazdej
pozycji zaleznie od znakowanych substratow.

W literaturze zostalo opisanych stosunkowo niewiele metod
otrzymywania fenyloalaniny znakowanej izotopami wegla. Sa one na ogoél
dlugotrwate 1 pracochtonne, a w ich wyniku powstaja racematy. Dlatego w tej
pracy podjgta zostanie proba otrzymania znakowanej fenyloalaniny ze
znakowanych kwasoOw cynamonowych przy pomocy reakcji enzymatycznych.

W zwigzku z tym nalezy rowniez omoOwi¢ sposoby syntezy kwasow

cynamonowych.
4cooH 4cocl 14CHO
SOChL Pd, BaSO,
ﬁ —>
MeO redukcja
€ MeO Rosenmunda  MeO

~
NH ., ENH, pirydyna, 72 h

-

0

HN & COOH
H;N H,N COOH

AN

1) fosfor czerwony, 4CH

CH, 14CH
' 4C|H HI, H,0, 5 h . NH;(aq) do pH S - 2
2)1,,55h
HO HO
MeO

Schemat 12. Synteza [3-!4C]-D,L-tyrozyny.
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|
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Schemat 13. Synteza [4’-*C]-D,L-tyrozyny.
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Schemat 14. Synteza [1-!'C]-D,L-proliny
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Schemat 15. Synteza [S-''C]-S-metylotio-L-cytruliny.
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Schemat 16. Synteza kwasu D,L-asparaginowego.
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3.2. SYNTEZY KWASU CYNAMONOWEGO
ZNAKOWANEGO IZOTOPAMI WEGLA.

3.2.1. SYNTEZA POPRZEZ REAKCJE KNOEVENAGELA.

Syntezg tg przedstawia schemat 17. COOH
CHO ooy Piydyna
@ (0 penim con o
st 2 2
COOH i,

Schemat 17. Synteza kwasu cynamonowego metoda Knoevenagela.

Metoda ta najczesciej znakuje si¢ kwas cynamonowy w pozycjach 2 1 3.
Do znakowania w pozycji 2 uzywano kwasu [2-'*C]-malonowego [29,30]. Do
znakowania w pozycji 3 uzyto aldehydu [1-*C]-benzoesowego [31], oraz
aldehydu [1-“C]-benzoesowego [32]. W analogiczny sposob otrzymano tez
kwas [2,3-13C,]-cynamonowy.

Do tej syntezy uzywany jest aldehyd benzoesowy, ktory mozna otrzymac
roznymi sposobami (schemat 18) [20,31,33]. Najczg$ciej otrzymuje si¢
benzaldehyd znakowany izotopami wegla w grupie karbonylowej. Ro6znymi
sposobami znakuje si¢ benzaldehyd atomami wegla '“C (schemat 19) [34].
Syntezy te sa jednak wieloetapowe i1 dtugotrwale; uzyskuje si¢ w nich niskie
wydajnos$ci radiochemiczne. Aldehyd [1-*C]-benzoesowy otrzymano w reakcji
Grignarda z uzyciem CO, [31]. Otrzymano tez benzaldehyd znakowany
rownomiernie we wszystkich pozycjach atomami weggla “C (schemat 20) [34].
Jesli uzywa si¢ gotowego, nieznakowanego benzaldehydu, nalezy go
przedestylowac 1 przechowywac¢ pod gazem obojetnym, gdyz zwiazek ten tatwo

ulega utlenianiu.

Do syntezy Knoevenagela uzywa si¢ tez kwasu malonowego. Do
otrzymania znakowanego kwasu malonowego mozna wykorzysta¢ sekwencj¢
reakcji przedstawiona na  schemacie 21 [34,35]. Do syntezy kwasu

[2-1“C]-malonowego mozna uzy¢ [2-'“C]-chlorooctanu sodu. Mozna tez uzy¢



bromooctanow, ktore otrzymuje si¢ w sposob podany na schemacie 22 [36].

CH,0OH COOH
@ - OF
(0]
CN dwuchromian
dioksan/ H,O

pirydyny S0Ch
lub K,Cr,0,
Y oY Y
CHCL CHO COCl
H,0 ©/ LIAH(OtBu); ©/
— -
Ch, A t H,0
BSAO
CH(OAc), |

O ==y o™
— >

Schemat 18. Najwazniejsze sposoby otrzymywania benzaldehydu.

Reakcja Knoevenagla jest wydajna metoda otrzymywania kwasu
cynamonowego, pozwala tez na uzyskanie duzych  wydajnosci

radiochemicznych.

3.2.2. SYNTEZA POPRZEZ REAKCJE PERKINA.

Syntezg t¢ przedstawia schemat 23.

Znakowany bezwodnik octowy mozna otrzymaé¢ w reakcji wymiany
znako-wanego octanu sodu lub potasu z chlorkiem acetylu. W ten sposob
mozna tez ot-rzymac¢ bezwodniki mieszane 1 uzy¢ ich w reakcji Perkina. Inny
sposOb polega na reakcji wymiany pomigdzy znakowanym octanem
a bezwodnikiem (reakcje prowadzi si¢ w temperaturze 140°C, przez 40 minut).
Tak otrzymano bezwodnik [1-#*C]-octowy, jak 1 podobny bezwodnik
znakowany atomami wegla 3C [34,37,38].
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Schemat 19. Sposoby otrzymywania aldehydu [1-*C]-benzoesowego.

©/ Ce(S0,),, H,S0, @ CHO

Schemat 20. Otrzymywanie benzaldehydu znakowanego rOwnomiernie we

wszystkich pozycjach atomami wegla C.
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Schemat 21. Synteza kwasu [ 1-'“C]-malonowego.

1) H3PO4
14CH;COOK > Brl4CH,COOH
2) Ac,0, Br,, czerwony fosfor

1h, 125-1350C

Schemat 22. Synteza kwasu [2-'“C]-bromooctowego.

COOH

CHO
karboksylany metali alkalicznych lub K,CO,
+ Ac,O — : —> + AcOH
aminy III - rzedowe, pirydyna, rfx, 45 minut

Schemat 23. Synteza kwasu cynamonowego poprzez reakcje¢ Perkina.

Benzaldehyd otrzyma¢ mozna metodami wymienionymi w punkcie 3.2.1.
Metoda Perkina réwniez pozwala na wydajne znakowanie kwasu
cynamonowego, cho¢ okoto potowa izotopu nie wchodzi w sktad produktu

podczas reakc;ji.

3.2.3. SYNTEZA Z UZYCIEM REAKCJI GRIGNARDA.
W sposob przedstawiony na schemacie 24 znakuje si¢ kwas cynamonowy
w grupie karboksylowej, ale wydajno$ci w tej metodzie sa niezbyt duze [39].
MgBr
“cooH

stez. HzSO4
BaldCO, — > 14C0, >

Et,0

Schemat 24. Synteza kwasu [1-"*C]-cynamonowego poprzez reakcje Grignarda.



3.2.4. SYNTEZA Z UZYCIEM KWASU AKRYLOWEGO.

Metody tej (schemat 25) [40] nie stosowano do znakowania kwasu

cynamonowego. COOH
COOH
1% Pd(OAc),
PhBr + <\ —_— >
\ 4% PPhy
tBU3N

Schemat 25. Synteza kwasu cynamonowego z uzyciem kwasu akrylowego.

3.2.5. SYNTEZA POPRZEZ REAKCJE WITTIGA-HORNERA.

Syntezg t¢ przedstawiono na schemacie 26. COOH

CHO 1) PhP=CHCOOR
lub (EtO),POCHCOOR
2) hydroliza

Schemat 26. Synteza kwasu cynamonowego poprzez reakcje Wittiga-Hornera.

Estry alkilowe kwasu cynamonowego trudno hydrolizuja, dlatego tez taka
synteza jest malo wydajna. Duze wydajnosci uzyskuje si¢ uzywajac estrow
trimety-losililowych [41]. Substrat uzyskuje si¢ w reakcji Arbuzowa (schemat
27). Metody tej nie stosowano do znakowania kwasu cynamonowego.

BrCH,COOSiMe; + (EtO);P ——> (EtO),POCH,COOSiMe;

Schemat 27. Reakcja Arbuzowa.

3.2.6. SYNTEZA KWASU (2)-CYNAMONOWEGO.

Metoda ta (schemat 28) pozwala na uzyskanie znakowanego kwasu

(£)-cynamonowego [42], ale nie jest on substratem dla PAL.
HOO!3C

13COOH
7z ' katalizator
1) BuLi, THF L1ndlera
2) BCO, “heksan

Schemat 28. Synteza kwasu (Z)-cynamonowego.




3.2.7. SYNTEZA Z UZYCIEM ENZYMOW.

W tej metodzie wykorzystuje sie¢ reakcje katalizowana przez PAL,
a substratem jest znakowana réwnomiernie L-fenyloalanina [43,44]. Jest to
metoda wydajna, ale na potrzeby tej pracy bezuzyteczna, gdyz znakowany kwas
cynamonowy jest substratem potrzebnym do syntezy znakowanej

L-fenyloalaniny.

3.3. PROPONOWANE MECHANIZMY DZIALANIA
LIAZY FENYLOALANINOWEJ.

3.3.1. MECHANIZM Z UDZIALEM AKTYWNEJ GRUPY
KARBONYLOWEJ.

Jest to pierwszy zaproponowany mechanizm dziatania PAL (schemat 29).
Mechanizm ten zaktada antyperiplanarna eliminacj¢ Hoffmana [2,45]. Do

katalizy niezbg¢dna jest grupa tiolowa, ktéra moze utatwia¢ oderwanie atomu

wodoru od atomu wegla o [45]. W optymalnym dla dziatania enzymu pH 8,7

nn

powstajacy addukt oznaczony "." jest w wigkszosci uprotonowany. Tworzaca
si¢ zasada Schiffa nie jest podatna na atak NaBH,. Z kolei D-fenyloalanina nie
chroni enzymu przed redukujacym dzialaniem NaBH,, co $wiadczy
o stereospecyficznosci PAL. Natomiast (£)-cynamonian chroni enzym przed
NaBH,, gdyz jest substratem dla PAL (dla reakcji odwrotnej). Inhibicja enzymu
moze zaj$¢ przez reakcj¢ z aktywna grupa karbonylowa, np. przez wytworzenie
zasady Schiffa z aming, co uniemozliwia eliminacj¢ czasteczki amoniaku

z czasteczki L-fenyloalaniny [4].

Pdzniejsze badania wykazaty nieprawdziwos¢ tego rodzaju mechanizmu.
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Schemat 29. Mechanizm dzialania PAL z udzialem aktywnej grupy

karbonylowe;.



3.3.2. MECHANIZM Z UDZIALEM DEHYDROALANINY
ZAPROPONOWANY PRZEZ HAVIR I HANSONA.

Jest to bardzo prawdopodobny mechanizm (schemat 30), gdyz za jego
istnieniem przemawia wiele dowodow [10]. Proponuje si¢ przebieg reakcji
kolejno przez formy pokazane na schemacie 30 : A, B, C, E, F. Reakcji ulega
zdeprotonowana fenyloalanina, a grupa akceptorowa enzymu musi by¢
uprotonowana (pH 9). W tym wypadku proponuje si¢ mechanizm eliminacji
Elcb (ewentualnie E2 zsynchronizowany) z tworzeniem karboanionu [10]. Jest
to wada tego mechanizmu, gdyz tworzenie tego karboanionu jest niewyjasnione,
albowiem na oderwanie protonu od benzylowego atomu weggla potrzeba silnej

zasady, ktorej trudno spodziewac si¢ w czasteczce biatka [8]. Ladunek ujemny

tworzony na atomie wegla £ moze by¢ delokalizowany przez pierScien
fenylowy. Jednakze stwierdzono, ze reakcja enzymu z L-2-cykloheksyloalaning

przebiega podobnie do reakcji z L-fenyloalaning, pomimo, ze ewentualnie
tworzacy si¢ ladunek ujemny na atomie wegla £ nie ma mozliwosci

delokalizacji. Ladunek tworzony na atomie we¢gla @ moze by¢ delokalizowany
przez grupe karboksylanowa. W centrum aktywnym enzymu stwierdzono
istnienie dehydroalaniny. Zapewnia to elektrofilowo$¢ miejsca aktywnego,
dzigki czemu latwiej moze zachodzi¢ eliminacja poprzez atak nukleofilowy
pary elektronowej atomu azotu na podwodjne wiagzanie migdzy atomami wegla
dehydroalaniny. Deaminacja centrum aktywnego i powr6t zasady katalitycznej
do stanu przed reakcja zachodzi po uwolnieniu cynamonianu, co potwierdzono
badaniami [10].

Obecnos¢ dehydroalaniny w centrum aktywnym PAL mozna potwierdzi¢
przez reakcje ze znakowanymi trytem badz weglem '“C (zaleznie od substratu)
nitrometanem, cyjankiem potasu, lub borowodorkiem sodowym (dlatego tez sa
one silnymi inhibitorami tego enzymu). Po hydrolizie otrzymuje si¢
radioaktywne — odpowiednio — kwas 2-amino-4-nitrobutanowy, kwas

asparaginowy, lub alaning [13] (schemat 31).
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Schemat 31. Inaktywacja PAL / wykrywanie obecnos$ci dehydroalaniny

w czasteczce bialka.

Dehydroalanina w centrum aktywnym tworzona jest posttranslacyjnie po-
przez dehydratacjg seryny — 202 aminokwasu w sekwencji biatka PAL [15]. Jest
to proces autokatalityczny i regiospecyficzny [9]. Seryna 202 znajduje sig
w wysoce konserwowanej sekwencji PAL (GTITASGLV), znajdujacej sie
u wszystkich znanych bialek PAL [15]. Bardzo wazna okazala si¢ w tych
badaniach metoda ukierunkowanej mutagenezy prowadzaca do otrzymania
bialek o zmienione; w $cisle okreslony sposéb sekwencji. Stwierdzono, ze
zamiana seryny 202 na cysteing nie niszczy aktywnosci katalitycznej PAL, gdyz
przez eliminacj¢ czasteczki siarkowodoru z cysteiny moze powstaé

dehydroalanina [9]. Natomiast zamiana seryny 202 na alaning niszczy



aktywno$¢ katalityczna [15]. Stwierdzono tez, ze istotng role w katalizie
odgrywa arginina 174 [9]. Stwierdzono to za pomoca ukierunkowane]
mutagenezy. Badano wplyw zamian aminokwaséw wysoce konserwowanych
w sekwencji na aktywnos$¢ katalityczna PAL. Zamiana argininy 174 na
izoleucyn¢ znacznie obniza t¢ aktywnos$¢. Prawdopodobnie arginina 174
znajduje si¢ przestrzennie blisko centrum aktywnego enzymu. Dlatego
fenyloalanina ~ chroni  enzym  przed inhibicja  2,3-butanodionem
1 fenyloglioksalanem, ktore moga reagowac z grupa guanidynowa. Natomiast

podwyzszenie pH wzmaga t¢ inhibicje [9].

3.3.3. MECHANIZM Z UDZIALEM DEHYDROALANINY
I1Z ATAKIEM NA PIERSCIEN FENYLOWY PROPONOWANY
PRZEZ SCHUSTER I RETEY'A.

Mechanizm ten jest najmtodszy historycznie. Zaktada on przejsciowy
atak elektrofilowy (podobny do reakcji Friedla-Craftsa) pierscienia
aromatycznego czasteczki fenyloalaniny na wiazanie podwoOjne migdzy
atomami we¢gla dehydroalaniny [8]. Taki mechanizm (schemat 32) z atakiem na
pierScien aromatyczny jest rzadko spotykany (HAL — atak atomu wegla
W pozycji 5 pierscienia imidazolowego; 1 urokanaza). Mechanizm ten wysnuto
na podstawie obserwacji, ze enzym posiadajacy zamiast seryny 202 treoning
badz alaning 1 nastepnie potraktowany borowodorkiem sodowym wprawdzie nie
katalizuje reakcji z udzialem L-fenyloalaniny, ale katalizuje ja z udzialem
4-nitro-L-fenyloalaniny (podobnie HAL katalizuje reakcj¢ z udzialem 5-nitro-

L-histydyny). Grupa 4-nitro moze czg$ciowo zastgpowac dehydroalaning
1 rowniez stabilizowac¢ karboanion tworzacy si¢ na atomie wegla f podobnie do
dehydroalaniny.  Uprotonowanie  grupy karbonylowej dehydroalaniny
upodabnia jej reszte do kationu acylowinylowego, ktory moze atakowad
pierscien aromatyczny. Ulatwia to odszczepienie protonu od atomu wegla S
przez zasade w czasteczce enzymu. Dla (B °H,)-L-fenyloalaniny KIE jest

niewielki, co wskazuje na to, ze decydujacy dla szybkosci reakcji jest etap ataku
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Schemat 32. Mechanizm dziatania PAL z atakiem pier$cienia

aromatycznego na dehydroalaning.



elektrofilowego pierscienia aromatycznego, a nie etap odszczepienia protonu od

atomu wegla f. Oderwaniu czasteczki amoniaku towarzyszy rearomatyzacja
uktadu i regeneracja dehydroalaniny. Oderwana czasteczka amoniaku moze by¢
nastgpnie wigzana jako jon amonowy przez grupy karboksylowe biatka
1 dlatego tez moze ona zosta¢ odszczepiona po zajsSciu calej reakcji, jak
wskazuja na to badania. W pokrewnym enzymie HAL jest nieco inaczej.
Mniejsza aktywno$¢ specyficzna PAL niz HAL moze wynika¢ z mniejszej

nukleofilowosci pierscienia fenylowego niz imidazolowego [8].

Nieco lepszym substratem dla PAL od L-tyrozyny jest jej izomer meta
(racemat), gdyz grupa hydroksylowa w pozycji 3’ ulatwia atak elektrofilowy
z pozycji orto 1 para (wzgledem grupy hydroksylowej) na grupe prostetyczna
(schemat 33). Niewielka réznica w reaktywnosci pomigdzy tymi dwoma
rodzajami tyrozyn moze wynika¢ z tego, ze w przypadku reakcji z m-tyrozyna
uzyto mieszaniny racemicznej tego aminokwasu 1 jego izomer D moze by¢
inhibitorem kompetycyjnym reakcji enzymatycznej. W powstalym po ataku
pozycji 2’ lub 6’ na grupeg prostetyczna addukcie atom wodoru w pozycji proS
zwiazany z atomem wegla B jest aktywowany podobnie, jak w przypadku
reakcji z 4-nitro-L-fenyloalaning. Dobrym substratem dla PAL jest
3-(1,4-cykloheksadienylo)-D,L-alanina, co wskazuje na to, ze atak zachodzi
z pozycji orto wzgledem reszty alaniny. Mniejsza szybko$¢ maksymalna dla
reakcji z tym substratem niz dla reakcji z L-fenyloalaning moze wynikaé
z mniejszej stabilizacji tworzacego si¢ kationu czwartorzegdowego (schemat 34)
niz podobnego kationu trzeciorzedowego (allilowego), jaki jest tworzony
w przypadku reakcji z fenyloalanina. Atak z pozycji para wzgledem reszty
alaniny dalby jeszcze stabiej stabilizowany kation drugorzedowy izolowany od
reszty alaniny, stad tez bardziej prawdopodobny jest atak na pozycje orto
wzgledem reszty alaniny. Potwierdzeniem tego mechanizmu jest fakt, ze
3-cykloheksyloalanina nie jest substratem dla PAL, a jedynie jego
inhibitorem [8].
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4. BADANIA WLASNE

Najistotniejszym celem tej pracy byto zbadanie mechanizmu dziatania lia-
zy fenyloalaninowej (PAL) w reakcji addycji amoniaku do kwasu (E)-cynamo-
nowego w wyniku ktorej tworzy si¢ L-fenyloalanina. Badania te byly prowa-
dzone za pomoca wyznaczania kinetycznych efektow izotopowych dla niearo-
matycznych atomow wegla. Istnieje kilka izotopow wegla, ktorych whasciwosci

przedstawia tabela 2 [46].

Izotop Zawarto$¢ Rodzaj przemiany
wegla w weglu tin (produkt)
naturalnym (%)
9 brak 0,1265 s B%, 2a, p, v,y
10 brak 19,2 s B*, v,y (''B)
11 brak 20,38 min B*, v,y ("'B)
12 98,89 stabilny brak
13 1,11 stabilny brak
14 7x107® 5730 lat B, v (“N)
15 brak 2,449 s B, v,y (®N)
16 brak 0,75 s B" n, v,y (ISN)

Tabela 2. Izotopy wegla 1 ich charakterystyka.

Do badan KIE mozna stosowac izotopy wegla — 11, 12 (naturalny izotop
stanowiacy prawie calo$¢ wegla w przyrodzie), 13 i 14. Izotop ''C jest
krotkozyciowy 1 jest prawie niemozliwe prowadzenie badania KIE z jego
udzialem w reakcji addycji katalizowanej przez PAL ze wzgledu na jej
dtugotrwato$¢. Z kolei izotop "C jest stabilny i w zwiazku z tym trudno okre§li¢
doktadnie jego zawarto$¢ izotopowa konieczna w tych badaniach. Dlatego tez
wygodnie jest bada¢ kinetyczny efekt izotopowy '*C/"C. Nie ma sensu
znakowaé¢ zwiazkow izotopem "“C, gdyz normalnie zwiazki maja prawie 100%
atoméw wegla jako atomy tego wilasnie izotopu. Nie ma potrzeby
uwzgledniania ilosci atomow wegla '“C, ktore ulegly rozpadowi, gdyz czas

polowicznego rozpadu tego izotopu jest wystarczajaco dtugi, aby ilo$¢ ta byta



wielokrotnie mniejsza od bledu metody. Nalezy otrzymaé potrzebne do takich
badan kwasy cynamonowe znakowane izotopem wegla “C w pozycjach 1,21 3.
Przy okazji badania KIE otrzymuje si¢ L-fenyloalaniny znakowane tym samym
izotopem rowniez w pozycjach 1, 2 1 3. Jako pilotowy eksperyment przed
badaniem KIE mozna przeprowadzi¢ synteze [3-'*C]-L-fenyloalaniny

z udziatem PAL, gdyz eksperymenty te sa podobne do siebie.

4.1. SYNTEZY KWASOW CYNAMONOWYCH.

4.1.1. OPRACOWANIE METODY SYNTEZY KWASOW
CYNAMONOWYCH.

Przed przystapieniem do syntez radioaktywnych nalezato opracowaé do-
ktadnie metody syntezy znakowanych kwaséw cynamonowych. Kazdy proces
przeprowadzano kilkukrotnie tak, aby zoptymalizowa¢ wydajnos$¢ reakcji. Jest
to konieczne, gdyz do syntez z uzyciem izotopdw promieniotworczych nalezy
przystapi¢ z odpowiednim bagazem doswiadczen. Podyktowane jest to zwig-
kszonym ryzykiem pracy, jak 1 wzglegdami ekonomicznymi. Zwiazki zawieraja-
ce izotopy promieniotworcze sa drogie 1 nie mozna ryzykowac ich uzycia w nie-
sprawdzonych procedurach ze wzgledu na potencjalne straty.

Do syntezy kwaso6w cynamonowych zdecydowano si¢ wykorzysta¢ reak-
cj¢ Knoevenagela (punkt 3.2.1.) ze wzgledu na jej prostote, niewielka ilos¢
czyn-nosci laboratoryjnych, krotki czas trwania 1 duze wydajnosci. Prowadzi
ona do otrzymania kwasu cynamonowego z uzyciem benzaldehydu i1 kwasu
malonowe-go jako substratow. Syntez¢ t¢ poprzedzito otrzymanie substratow —
kwasu ma-lonowego 1 benzaldehydu. Reakcje temu towarzyszace pokazano na

schema- cie 35.
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Schemat 35. Reakcje w syntezie kwasu cynamonowego o naturalnym

sktadzie izotopowym.

W handlu nie zawsze sa dostgpne kwasy malonowe znakowane
w pozada-ny sposédb izotopami wegla, dlatego tez nalezato otrzymac taki kwas
uzywajac ogolnie dostepnych prekursoréw, np. cyjankéw (jedno z najtanszych
zrodet wegla “C), w reakcji z chlorooctanem sodu. Taka metoda otrzymywania
kwasu malonowego jest stosunkowo szybka 1 wydajna. Powstaly 2-cyjanooctan
hydrolizuje si¢ w S$rodowisku zasadowym, aby unikna¢ wydzielania
cyjanowodoru. Wytworzony malonian wytraca si¢ nast¢pnie jako sol wapniowa
dodajac roztworu chlorku wapnia w celu oddzielenia od jonow cyjankowych.
Otrzymany osad nalezy rozpusci¢ w stezonym kwasie solnym z zachowaniem
ostroznosci, gdyz moze wydziela¢ si¢ cyjanowodor. Uzyskany po rozpuszczeniu
osadu roztwdr nalezy ekstrahowa¢ wielokrotnie przedestylowanym eterem
dietylowym, aby wyodregbni¢ z niego kwas malonowy. Kwas malonowy

poczatkowo otrzymywano w skali makro zgodnie z przepisem podanym



w pozycji literaturowej [35], ale stosowano inna, nowa procedur¢ od momentu
hydrolizy otrzymywanego 2-cyjanooctanu. Jednak stosowanie si¢ do tej
procedury dawato mate wydajnosci kwasu malonowego w obydwu
przeprowadzonych prébach. Nastgpnie zastosowano przepis 2z pozycji
literaturowej [47]. Dzigki tej procedurze (punkt 5.1.1.1.1.) udato si¢ uzyskac
satysfakcjonujace ilosci kwasu malonowego (53,3%). Decydujacy wplyw na
wydajnos¢ syntezy miato w tym wypadku ozigbianie mieszaniny reakcyjnej w
trakcie dodawania cyjanku potasu. Jesli czynno$¢ ta byta prowadzona w tazni
lodowej uzyskiwatlo si¢ dobre wydajnosci syntezy. W  pierwszym
z wymienionych przepisow nie podkreslano takiej konieczno$ci, stad tez
wydajnosci tej procedury sa niewielkie. Przeprowadzona podobnie synteza
kwasu malonowego w mikroskali (punkt 5.1.1.1.2.) data rowniez zadowalajace
wydajnosci (74%). Otrzymany kwas malonowy (w makro- 1 mikroskali) miat
temperatury topnienia (odpowiednio 128 i 133°C) nieco nizsze od literaturowe;j
(135°C) [48] wskutek obecnosci niewielkich ilosci wody w krysztatach. Mimo
nizszych temperatur topnienia niz literaturowa, ale ze wzgledu na dobre
wydajnosci syntez¢ kwasu malonowego z cyjankdw uznano za opracowana.

Do syntezy kwasu cynamonowego jako substrat jest tez potrzebny
benzaldehyd. Do reakcji nalezy uzy¢ §wiezo przedestylowanego aldehydu, gdyz
ulega on utlenieniu na powietrzu. Z tego samego powodu nalezy ograniczy¢
dostep powietrza do aldehydu. Do syntezy kwasu [3-'*C]-cynamonowego
potrzebny jest jako substrat aldehyd [1-'*C]-benzoesowy. Mozna go otrzymaé
wieloma sposobami (punkt 3.2.1.). Dla potrzeb tej pracy zdecydowano si¢ na
enzymatyczna synteze z alkoholu benzylowego ze wzgledu na jej szybkos¢,
prostot¢ 1 dobre wydajnosci. Reakcja ta jest katalizowana przez drozdzowa
dehydrogenaz¢ alkoholowa (YADH). Enzym ten utlenia pierwszorz¢dowe
alkohole do aldehydow. Reakcja ta nie daje produktow ubocznych. Zwiazkiem
utleniajacym aldehyd jest NAD, ktéry ulega redukcji do NADH. Ze wzgledu na

wysoka ceng enzymu 1 kofaktora zdecydowano si¢ nie przeprowadzac¢ reakc;ji



probnych, lecz opracowa¢ metode izolacji benzaldehydu z mieszaniny
poreakcyjnej. Aldehyd ten mozna wyizolowaé przez ekstrakcje czystym
(przedestylowanym) eterem dietylowym. Opracowanie syntezy benzaldehydu
sprowadzato si¢ z podanych juz w tym punkcie wzgledéw do opracowania
metody izolacji produktu z mieszaniny poreakcyjnej (punkt 5.1.1.2.). Ekstrakcja
eterem dietylowym daje duze wydajnosci (91%), w zwiazku z tym mozna ja
uzy¢ do syntezy z uzyciem radioizotopow.

Syntez¢ kwasu cynamonowego w makroskali (punkt 5.1.1.3.1.) przepro-
wadzono trzykrotnie 1 za kazdym razem nie uzyskano satysfakcjonujacych wy-
dajnosci (13%). Otrzymany produkt nie byt wizualnie czysty, otrzymano zo6tta-
we krysztatki wskutek obecnosci produktéw rozpadu pirydyny i/lub piperydy-
ny. Chromatografia cienkowarstwowa nie wykazywata obecno$ci zanieczy-
szczen Prawdopodobnie bardzo stabo pochtaniaja one promieniowanie ultrafio-
letowe emitowane przez lampe UV uzywana do detekcji chromatografii.
Temperatura topnienia otrzymanego kwasu byta 133°C i jest zgodna
z literaturowa (133-135°C) [48]. Niskie wydajnosci spowodowane byly tym, ze
po zakwaszeniu mieszaniny poreakcyjnej i dodaniu wody tworzacy si¢ kwas
cynamonowy w mieszaninie pirydyny i piperydyny powodowal zestalenie sig tej
mieszaniny 1 uwigzienie w niej znacznych ilo$ci kwasu cynamonowego.
Dlatego tez mieszaning poreakcyjna nalezato bardzo intensywnie mieszac przy
dodawaniu kwasu 1 wody. Dzigki takiej czynnos$ci uzyskuje si¢ zadowalajace
wydajnosci. Takie postgpowanie zastosowano w syntezie w mikroskali (punkt
5.1.1.3.2.) 1 uzyskano wigksze wydajnosci (63%). Uzyskany kwas cynamonowy
(w makro- 1 w mikroskali) nie jest wizualnie czysty, otrzymuje si¢ zoltawe
krysztatki (czysty kwas jest bialy). Chromatografia cienkowarstwowa nie
wykazata obecnoS$ci zanieczyszczen (przyczyny sa podobne, jak w syntezie
w makroskali). Podobnie temperatura topnienia otrzymanego kwasu wynosita
133°C i jest zgodna z literaturowa (133-135°C) [48]. Zanieczyszczenia sa
prawdopodobnie produktami rozkladu pirydyny i/lub piperydyny, gdyz



w miar¢ trwania reakcji mieszanina ciemniala. Kwas cynamonowy mozna
oczysci¢ przez krystalizacje z etanolu - wody. Po przeprowadzeniu powyzszych
eksperymentéw  przystapiono do  syntezy = znakowanych = kwasow

cynamonowych.

4.1.2. SYNTEZA KWASU [1-“C]-CYNAMONOWEGO.

Synteza ta sktada si¢ z dwoch czesci — z syntezy kwasu [1-'*C]-malono-
wego 1 nastgpnie z otrzymania z niego kwasu [1-'*C]-cynamonowego. Reakcje

uzyte w tej syntezie przedstawia schemat 36.

1/2 CO52 _l4CN° )
CICH,COOH > CICH,COO" —=—> N14CCH,COO
-1/2CO; - 1/2 H,0 -Cl
OH" + H,0
- NH;
14CO0 14COOH 14COO" 14COO
2 H* Ca2+
- - < Caz*+ <—<
. -2H* - Ca2t 3 B
COO COOH COO0 COO
: CHO
- H,0 - 14CO,
Y
14COO 14COOH
H+
e
OH
-H,0

14COOH 14CO0"
Schemat 36. Reakcje w syntezie kwasu [1-'"*C]-cynamonowego.

Synteze kwasu [1-'*C]-malonowego (punkt 5.1.2.) przeprowadzono

analogicznie do syntezy kwasu malonowego o naturalnym sktadzie izotopo-



wym. Zastosowano rozcienczenie izotopowe, dodajac cyjanku sodowego do
mieszaniny ze znakowanym prekursorem, aby uniknaé pracy ze zbyt matymi

iloSciami 1 zwiazanych z tym strat.

Otrzymano z dobra wydajnoscia (48,6%) kwas malonowy. Wizualnie byt
on czysty, otrzymano biate krysztaly. Temperatura topnienia 133°C jest bliska
literaturowej (135°C) [48]. Roznica wynika z obecno$ci niewielkich ilosci wody
w produkcie.

Otrzymany kwas uzyto do syntezy kwasu [1-'*C]-cynamonowego (punkt
5.1.3.). Nalezato uwzgledni¢ to, ze okoto potowa promieniotwdrczych atomow
wegla “C bedzie wydzielata si¢ jako dwutlenek wegla do powietrza. W celu
uniknigcia skazenia powietrza pochtaniano wydzielajace si¢ w trakcie reakcji
gazy w zawiesinie wodorotlenku wapniowego. Wegiel “C bedzie wigc zmaga-
zynowany jako Ca'*CO;. Do wyodrgbnienia kwasu cynamonowego zmieszaniny
poreakcyjnej zdecydowano si¢ wykorzysta¢ ekstrakcje eterem dietylowym.

Otrzymuje si¢ i1losciowo (105,5%) kwas cynamonowy. Wigksza od 100%
wydajnos¢ spowodowana jest obecnoscia produktow rozpadu pirydyny i/lub
piperydyny. Wizualnie produkt nie jest czysty, ma barwe zo6tta. Chromatografia
cienkowarstwowa nie wykazala obecnoSci zanieczyszczen, nie sa one
wykrywalne w $wietle lampy UV. Temperatura topnienia otrzymanego kwasu
jest nieco nizsza (131°C), niz podana w literaturze (133-135°C) [48], spowo-
dowane jest to prawdopododobnie obecnos$cia zanieczyszczen. Mozna ich poz-
by¢ si¢ poprzez krystalizacj¢. Wydajnos¢ catej syntezy jest dobra (51,7%). Wy-
dajno$¢ radiochemiczna nie jest wysoka (19,4%). Spowodowane jest to kilkoma
faktami. Po pierwsze okoto 50% aktywnosci traci si¢ poprzez eliminacj¢ jednej
z grup karboksylowych kwasu malonowego w reakcji Knoevenagla. Po drugie
radioaktywny prekursor ma bardzo duza radioaktywno$¢, w zwiazku z tym sto-
sunkowo duza jego czgS¢ jest niszczona w wyniku radiolizy. Po trzecie spore
straty radioaktywnosci notuje si¢ na etapie wydobywania prekursora z naczynka

w ktorym jest on przechowywany wskutek jego niewielkiej aktywnosci. Udato



si¢ otrzyma¢ kwas [1-"“C]-cynamonowy o duzej radioaktywnosci

(7,72x10*dpm/umol) z zadowalajaca wydajnoscia chemiczna i radiochemiczna.

4.1.3. SYNTEZA KWASU [2-"“C]-CYNAMONOWEGO.

Do syntezy uzyto jako radioaktywnego prekursora kwasu [2-'*C]-malo-
nowego. Syntezg (punkt 5.1.4.) przeprowadzono podobnie do syntezy Knoeve-
nagela uzytej w przypadku syntezy kwasu [1-"*C]-cynamonowego (punkt 4.2.).

Reakcje uzyte w syntezie przedstawia schemat 37.

/COOH /COO'
14CH, > 14C\I—12
COOH COO

: .CHO

- H,0 - CO,

- 4C/C00H HMC/COO‘

OH" | - H,0

COO e COOH

HaC™
H+

Schemat 37. Reakcje uzyte w syntezie kwasu [2-'*C]-cynamonowego.

Uzyskano produkt niezbyt czysty wizualnie o kolorze zottym wskutek
obecnosci produktow rozktadu pirydyny i/lub piperydyny. Chromatografia
cienkowarstwowa nie wykazata obecnosci zanieczyszczen. Temperatura topnie-

nia produktu 134°C jest zgodna z literaturowa (133-135 °C) [48]. Otrzymany



kwas cynamonowy mozna oczys$ci¢ przez krystalizacje. Synteza ta jest wydajna
(86,4%) chemicznie. Wydajno$¢ radiochemiczna nie jest tak wysoka (30,7%).
Spowodowane jest to niezupelnym wydobyciem radioaktywnego prekursora
z naczynka. Jego ilo$¢ byla tak mata, ze nie byta widoczna gotym okiem (kwas
malonowy mial bardzo duza aktywno$¢ wtasciwa). Do kolby reakcyjnej przeno-
szono go poprzez wymywanie eterem dietylowym. Duza czgs¢ pozostata
niewymyta, co stwierdzono licznikiem Geigera-Mullera. Aby nie operowac
z tak malymi iloSciami 1 nie ryzykowac zbyt duzych strat znakowanego
substratu  zastosowano  rozcienczenie  izotopowe  poprzez  dodanie
nieznakowanego kwasu malonowego. Otrzymano kwas [2-'*C]-cynamonowy
o duzej radioaktywnosci (4,17x10*dpm/umol) z dobra wydajno$cia chemiczna

1 radiochemiczna.

4.1.4. SYNTEZA KWASU [3-"“C]-CYNAMONOWEGO.

Synteza ta sktada sie z dwoch czeSci — z syntezy aldehydu [1-'*C]-ben-
zoesowego z alkoholu [1-"*C]-benzylowego (punkt 5.1.5.) i nastepnie z synte-
zy kwasu [3-"*C]-cynamonowego (punkt 5.1.6.). Reakcje wykorzystane do tej

syntezy przedstawia schemat 38.

Synteze aldehydu [1-'*C]-benzoesowego (punkt 5.1.5.) przeprowadzono
enzymatycznie wykorzystujac aktywnos$¢ dehydrogenazy alkoholowej YADH
(drozdzowa dehydrogenaza alkoholowa). Produkt wyizolowano poprzez ekstra-
kcje eterem dietylowym. Do warstw eterowych uzywanych do dalszych ekstra-
kcji dodano nieznakowanego przedestylowanego benzaldehydu, aby poprzez
rozcienczenie izotopowe wydoby¢ niewyekstrahowane resztki benzaldehydu
1 aby unikna¢ ryzykownych operacji ze zbyt matymi ilo§ciami substancji. Synte-
z¢ benzaldehydu prowadzono z takimi wtasnie matymi ilosciami, aby reakcja
przebiegla szybko 1 aby nie uzywac duzych ilosci NAD, ktory nie nalezy do ta-
nich odczynnikéw. Wigkszo$§¢ powstalego benzaldehydu przechodzi do
warstwy eterowej podczas pierwszej ekstrakcji, natomiast resztki nalezy

wymywac za pomocg rozcienczenia izotopowego.
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Schemat 38. Reakcje w syntezie kwasu [3-'*C]-cynamonowego.

Otrzymany benzaldehyd wykorzystano do syntezy kwasu [3-'"*C]-cyna-
monowego w reakcji Knoevenagela (punkt 5.1.6.). Synteze¢ te przeprowadzono
podobnie do syntezy kwasu cynamonowego o naturalnym sktadzie izotopowym
w mikroskali.

Otrzymany kwas [3-'*C]-cynamonowy miat zoltawa barwe i w zwiazku
z tym przekrystalizowano go z uktadu rozpuszczalnikéw etanol — woda. Uzy-
skano wizualnie czysty produkt (biate krysztaly). Chromatografia cienkowar-
stwvowa nie wykazata obecno$ci zanieczyszczen. Temperatura topnienia otrzy-
manego kwasu wynosita 133°C i byla zgodna =z literaturowa
(133-135 °C) [48]. Wydajno$¢ chemiczna syntezy byla satysfakcjonujaca i wy-
nosita 63,0%. Wydajno$¢ radiochemiczna wyniosta 14%. Nie jest ona duza,
gdyz prawdopodobnie alkohol [1-'*C]-benzylowy nie ulegl wydajnemu prze-
ksztatceniu w [1-"*C]-benzaldehyd. Moglo by¢ to spowodowane zmiang $rodo-
wiska reakcji enzymatycznej (bialka sa wrazliwe na zmiang temperatury 1 pH,
podobnie jest z NAD). Taka wydajnos¢ radiochemiczna wystarczyta jednak do
otrzymania kwasu o odpowiednio duzej aktywnosci radiochemicznej. Udalo si¢
uzyska¢ kwas [3-'*"C]-cynamonowy o aktywnos$ci wiasciwej 2417dpm/pmol

z duza wydajnos$cia chemiczna 1 wystarczajaca wydajnoscia radiochemiczna.



4.2. SYNTEZA [3-"“C]-L-FENYLOALANINY
I PRZYGOTOWANIE DO BADANIA KIE.

4.2.1. OPRACOWANIE SYNTEZY L-FENYLOALANINY
I METODY WYZNACZANIA KIE.

Do otrzymywania L-fenyloalanin znakowanych izotopami wegla ze zna-
kowanych kwasow cynamonowych zdecydowano si¢ wykorzysta¢ PAL, ktory
katalizuje rowniez reakcje¢ odwrotng do reakcji eliminacji czasteczki amoniaku
z L-fenyloalaniny, czyli reakcj¢ addycji amoniaku do kwasu (F)-cynamo-
nowego. Badanie KIE przeprowadzano podobnie do syntezy fenyloalaniny,
gdyz wykorzystuje si¢ t¢ sama reakcje. W tym przypadku nalezalo jednak bar-
dzo doktadnie rozdziela¢ produkt i substrat (np. przez ekstrakcjg¢), aby mozna
bylo bardzo dokladnie wyznacza¢ ich aktywno$ci wiasciwe, czyli radioakty-
wnos¢ 1 ilo$¢ kazdego z tych zwiazkow. Ich roztwory po rozdziale nalezato
doprowadzi¢ wigc do Scisle okreslonych objetosci.

[lo§¢ fenyloalaniny mozna oznaczy¢ enzymatycznie wykorzystujac reak-
cje katalizowang przez PAL. W jej wyniku tworzy si¢ kwas cynamonowy, ktory
ma przy dtugosci fali 290 nm (maksimum absorpcji) milimolowy wspotczynnik
ekstynkcji okoto 10. Fenyloalanina ma przy tej dtugosci fali milimolowy wspo6t-
czynnik ekstynkcji nizszy od 0,15. Rdznica ta jest bardzo duza dzigki temu
mozna wyznaczy¢ z wystarczajaca doktadnos$cia ilos¢ otrzymanej fenyloalaniny.
Pomiar taki jest obarczony pewnym btedem (~10%) ze wzgledu na odwracal-
nos$¢ reakcji katalizowanej przez PAL. Jest to pomiar dlugotrwaty. Pomiar ab-
sorbancji fenyloalaniny jest trudny ze wzgledu na niski wspotczynnik
ekstynkcji 1 w zwigzku z tym uzyskuje si¢ bardzo niedoktadne wyniki.
Klasyczny pomiar przez zwazenie iloSci produktu jest rdwniez niemozliwy
z powodu bardzo matych ilosci reagentow. Poza tym po odparowaniu wody
z roztworu fenyloalaniny wytracaja si¢ tez sole, ktore wchodzity w sktad

buforu, co znacznie fatszuje wyniki.



Przygotowanie do syntezy znakowanych fenyloalanin (i jednocze$nie do
rozdzielania zwiazkow w badaniach KIE) polegalo na opracowaniu rozdziatu
fenyloalaniny od kwasu cynamonowego poprzez ekstrakcj¢ eterem dietylowym
(punkt 5.2.1.3.). Prowadzono ekstrakcj¢ mieszaniny tych dwoéch zwiazkow
(w 1losciach zblizonych do branych w reakcji) do momentu uzyskania statej ab-
sorbancji warstwy wodnej. Stwierdzono, ze do wyekstrahowania kwasu cyna-
monowego wystarczy 6 ekstrakcji porcjami po 5Sml eteru. W syntezie radio-
aktywnych zwiazkoéw rozdzial mozna kontrolowa¢ mierzac radioaktywnos¢ ko-
lejnych warstw 1 prowadzi¢ ekstrakcje do ustalenia si¢ aktywnosci. Opracowano
ekstrakcj¢ kwasu cynamonowego z polaczonych warstw eterowych wodnym
roztworem KOH (punkt 5.2.1.3.). Stwierdzono, ze do wymycia kwasu cynamo-
nowego trzeba prowadzi¢ pigciokrotna ekstrakcje porcjami po 5ml roztworu
KOH. Ekstrakcje kontrolowano spektrofotometrycznie mierzac absorbancjg
warstw wodnych po kolejnych ekstrakcjach.

Aby moc doktadnie okre§la¢ metodami spektrofotometrycznymi stgzenia
fenyloalaniny 1 kwasu cynamonowego nalezato wyznaczy¢ ich wspotczynniki
ekstynkcji. W literaturze podaje si¢ maksimum absorpcji fenyloalaniny przy
dlugosci fali 258nm, a molowy wspotczynnik ekstynkcji wynosi tu 200.
Wielkosci wspotczynnikdéw ekstynkeji sa podane z doktadno$cia niewystarcza-
jaca do badania KIE. Dlatego nalezato sporzadzi¢ mianowane roztwory cyna-
monianu i fenyloalaniny i nastgpnie zmierzy¢ ich absorbancjg¢. Wyznaczone po
przeliczeniach molowe wspotczynniki wynosza dla fenyloalaniny 161 (punkt

5.2.1.2.), a dla kwasu cynamonowego 9328 (punkt 5.2.2.1.).

4.2.2. SYNTEZA [3-"*C]-L.-FENYLOALANINY.

Przeprowadzono syntezg [3-'“C]-L-fenyloalaniny (punkt 5.2.2.) i wyko-

rzystano w niej reakcje chemiczne podane na schemacie 39.
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Schemat 39. Reakcje wykorzystane w syntezie [3-1“C]-L-fenyloalaniny.

Do oddzielenia reagentow uzyto ekstrakcji eterem dietylowym. Wymyto
nim kwas cynamonowy kontrolujac radioaktywno$¢ warstw eterowych po kolej-
nych ekstrakcjach. W warstwie wodnej pozostata fenyloalanina. Jej ilo$¢ ozna-
czono za pomoca reakcji katalizowanej przez PAL wykorzystujac pomiary spe-
ktrofotometryczne absorbancji pochodzacej od powstajacego kwasu cynamo-
nowego. Zdecydowano si¢ odzyskiwaé nieprzereagowany kwas [3-“C]-cyna-
monowy, gdyz jest on cenna substancja. W tym celu potaczone warstwy
eterowe przeekstrahowano roztworem KOH kontrolujac radioaktywnos$¢ warstw
wodnych po kolejnych ekstrakcjach. Potaczone warstwy wodne zakwaszono
1 odsaczono wytracony kwas cynamonowy.

Uzyskano z niewielka wydajnos$cia chemiczng (3,63%) 1 radiochemiczna
(4,06%) L-fenyloalaning o satysfakcjonujacej aktywnos$ci  wlasciwe;j

(199dpm/pmol). Tak niska wydajno$¢ chemiczna wynika¢ moze z kilku przy-



czyn, np. z przechowywania enzymu w zlych warunkach (zbyt wysoka tempera-
tura) przed reakcja, badz ze zmiany pH mieszaniny reakcyjnej, co zmniejsza
efektywno$¢ dzialania enzymu. Wyzsza wydajnos¢ radiochemiczna niz chemi-
czna oraz wyzsza aktywnos$¢ fenyloalaniny od wyj$ciowego kwasu cynamono-
wego wynikaja ze sposobu oznaczania otrzymanej fenyloalaniny poprzez po-
miar absorbancji pochodzacej od kwasu cynamonowego tworzacego sig
w wyniku dziatania PAL podczas oznaczania. Ustala si¢ wtedy stan rGwnowagi
1 w efekcie zmierzona ilo$¢ fenyloalaniny jest mniejsza od rzeczywistej. Mimo,
ze wydajno$¢ radiochemiczna jest bardzo mata, to radioaktywnos$¢ jest
wystarczajaca do ewentualnych dalszych badan. Odzyskano prawie catkowicie

(97,7% nieprzereagowanego kwasu cynamonowego). Jego aktywnos¢ wiasciwa

(179dpm/umol) byta bliska aktywnosci kwasu wyjsciowego (178dpm/umol).

4.3. BADANIE KINETYCZNYCH EFEKTOW
IZOTOPOWYCH "*C/"*C W POZYCJACH 1,2i3

W REAKCJI ADDYCJI AMONIAKU DO
(E)-CYNAMONIANU KATALIZOWANEJ PRZEZ PAL.

4.3.1. OBLICZANIE KIE - PROCEDURA.

KIE (k/*k) mozna wyznacza¢ ro6znymi sposobami. Mozna obliczy¢ go
znajac aktywnosci molowe substratu przed reakcja (R,) 1 produktu (R,) oraz sto-

pien przereagowania f, z rownania (1).

o/ R D,
k (Rp +1)
% R RD (1)
In[l-—~———
Ry (R, +1)

Roéwnanie (1) mozna uprosci¢ do rownania (2), gdyz liczba 1 w rownaniu
(1) ma wymiar 1Bg/mol, a aktywnos$ci uzywane w eksperymentach sa o kilka
rzedow wielkosci wigksze od tej wielkos$ci 1 uproszczenie to nie spowoduje isto-

tnego btedu.
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KIE mozna tez wyznaczy¢ korzystajac z R, 1 z aktywnosci wlasciwej
nieprzereagowanego substratu (R,) oraz z f, z rownania (3).
ko (R, +1) 3
K R =D, ®
R,(R +1)

Po podobnym uproszczeniu otrzymuje si¢ rOwnanie (4).
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Innym sposobem liczenia KIE jest rownanie (5), w ktorym korzysta si¢
zR, R 1f.
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Po uproszczeniu uzyskuje si¢ z niego rOwnanie (6).
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Kolejny sposob liczenia KIE polega na wykorzystaniu wzoru (7), w kto-

rym trzeba zna¢ R, R, 1R,

(R _Ro)
In[-—*——7]
ko (R,—R,) .
*k  R(R,-R,) (7)
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Stopien przereagowania (f) wyznaczano dzielac ilo§¢ moli otrzymanego

produktu (fenyloalaniny) przez ilos¢ (substratu) kwasu cynamonowego



pobranego do reakcji. Pobieranych frakcji z mieszaniny reakcyjnej byto piec
(o réwnej objetosci), a wigc ilos¢ fenyloalaniny zmierzona dla danej frakcji
nalezato podzieli¢ przez i1lo§¢ kwasu cynamonowego uzytego do badania KIE
1 pomnozy¢ przez 5. Mozna tez zamiast ilo$ci uzy¢ aktywnos$ci catkowitych
substratu 1 produktu (na skutek zjawiska KIE zmienig si¢ one w niewielkim
stopniu 1 w zwiazku z tym popelnia si¢ niewielki btad). Ilos¢ moli fenyloalaniny
wyznaczano z pomiarOw spektrofotometrycznych. Aktywnosci catkowite
fenyloalaniny mierzono za pomoca licznika scyntylacyjnego i1 przeliczano na
objetos¢ roztworu, z ktorego wykonywano pomiary. Ilosci substratu
wyznaczano z masy wzigtej do reakcji. Jego aktywnos¢ catkowita wyznaczano
pobierajac okreslona ilo§¢ roztworu przed dodaniem enzymu 1 przeliczano
zmierzonag aktywnos$¢ na catkowita objetos¢ roztworu.

Liczbe R, (aktywnos$¢ wlasciwa substratu przed reakcja) wyznaczano
dzielac aktywnos$¢ catkowita substratu przez jego ilos¢.

Liczbg R, (aktywno$¢ molowa produktu) wyznaczano dzielac aktywnos¢
catkowita produktu przez jego ilo$¢. Korzystajac z prawa Lamberta-Beera,
z molowego wspotczynnika ekstynkcji wyznaczonego w punkcie 5.2.1.2. 1 z ob-
jetosci uzywanych do pomiardw roztwordéw uzyskano rownanie (8), gdzie A oz-
nacza zmierzona absorbancj¢ roztworu fenyloalaniny, a R aktywno$¢ 1 ml spo-

rzadzonego roztworu fenyloalaniny.
R
R, =0.1607=  [dpm/umol] (8)

Liczbe R, (aktywno$¢ molowa nieprzereagowanego substratu) wyznacza-
no dzielac jego aktywnos$¢ catkowita przez ilo§¢ moli. Aktywnos$¢ substratu po
reakcji mierzono scyntylacyjnie i przeliczano zmierzona aktywnos$¢ na catkowi-
ta obj¢tos$¢ roztworu otrzymujac aktywnos¢ catkowita. Ilo$¢ substratu po reakeji
wyznaczano spektrofotometrycznie korzystajac z prawa Lamberta-Beera, wy-
znaczonego w punkcie 5.2.1.1. molowego wpdiczynnika ekstynkcii,

1 z objetosci roztworéw branych do pomiarow. Dzigki tym danym mozna



wyprowadzi¢ rownanie (9), gdzie A oznacza absorbancj¢ roztworu

cynamonianu, a R aktywno$¢ 1 ml roztworu cynamonianu.

R
R, =03109= " [dpm/umol] 9)

4.3.2. BADANIE KIE W POZYCJI 3.

Zbadano KIE w pozycji 3 (punkt 5.3.1., jednocze$nie otrzymano
[3-“C]-L-fenyloalaning Do badania uzyto kwasu [3-'“C]-cynamonowego
otrzymanego w punkcie 5.1.6. Reakcje uzyte w tym eksperymencie

przedstawiono na schemacie 40.
COOH (COO H N COO

i 14CH 4(:H2
©/ (PAL; KIE) ©/

i 4,CH
\ "
COO ‘/COOH

H 14CH 14CH2
s O

Schemat 40. Reakcje w badaniu KIE w pozycji 3.

Rozdziat reagentéw prowadzono przy pomocy ekstrakcji. Procedure eks-
trakcji kontrolowano przez pomiary aktywnos$ci licznikiem scyntylacyjnym.
Wyekstrahowano najpierw kwas cynamonowy z mieszaniny poreakcyjnej ete-
rem dietylowym, a nastgpnie przeniesiono go do warstwy wodnej poprzez eks-
trakcje roztworu eterowego roztworem KOH. Dla frakcji 1 sprawdzono chro-
matograficznie czystos¢ warstwy wodnej z fenyloalaning 1 warstwy eterowej po
ekstrakcjach. Nie wykazano jednak obecnosci widocznych zanieczyszczen.
Stwierdzono jednak duza radioaktywnos$¢ warstw eterowych. W zwiazku z tym

eter odparowywano 1 mierzono catkowita radioaktywnos¢ pozostatosci. Zmie-



rzone aktywnos$ci tych warstw dla wszystkich frakcji usredniono 1 przeliczono
na poczatkowa ilo$¢ frakcji. Nastepnie odjeto ja od aktywnos$ci kwasu cynamo-
nowego celem wyznaczenia doktadnej aktywno$ci molowej wyjsciowego kwasu
(Ry). Aktywno$¢ warstwy eterowej mogta by¢ spowodowana obecnoscia nie-
wielkich ilo$ci nieprzereagowanego alkoholu [1-'*C]-benzylowego z syntezy
[1-4C]-benzaldehydu. Alkohol mial duzo wigksza aktywnos$¢ wilasciwa, niz po-
wstale z niego przy rozcienczeniu izotopowym produkty, stad tez §ladowe ilosci
zaadsorbowanego alkoholu moga powodowaé tak znaczna radioaktywnos$¢
warstw eterowych.

Roztwory wodne fenyloalaniny i cynamonianu doprowadzono przez zatg-
zenie 1 wymywanie woda destylowana do objetosci 5Sml w kolbkach miaro-
wych. Z roztworow tych korzystano przy spektrofotometrycznym oznaczaniu
cynamonianu 1 fenyloalaniny, oraz przy pomiarach scyntylacyjnych. Niepobrane
do pomiarow resztki bardzo doktadnie wymywano 1 mierzono ich radioakty-
wnos¢, aby uzyska¢ doktadne dane do obliczen. Wyniki badania KIE pokazano
w tabeli 3.

Wyznaczone aktywnos$ci wlasciwe fenyloalaniny r6znig si¢ znacznie od
siebie 1 od poczatkowej aktywno$ci wlasciwej kwasu cynamonowego. Jest to
spowodowane btedem oznaczania spektrofotometrycznego fenyloalaniny, ktora
ma maly molowy wspotczynnik ekstynkcji 1 w zwigzku z tym obecno$¢ niewiel-
kich nawet 1iloSci zanieczyszczen powoduje zafalszowanie wynikow.
W zwiazku z tym mozna wyznacza¢ KIE tylko z uzyciem réwnania (4). KIE
obliczony dla frakcji 4 jest wyraznie mniejszy od 1. Spowodowane jest to
prawdopodobnie utrata czg$ci aktywnosci pobranych prébek przed pomiarami
scyntylacyjnymi. Wyniku tego nie mozna wig¢c uwzglednia¢ przy liczeniu KIE.
Wyznaczony przez usrednienie KIE (1,0168) jest niewielki, wyniki maja
niewielkie odchylenie standardowe (0,0037). Mozna stwierdzi¢ z cala
pewnoscia, ze na atomie we¢gla w pozycji 3 stwierdzono istnienie kinetycznego

efektu izotopowego "2C/“C w reakcji addycji amoniaku do cynamonianu



katalizowanej przez PAL. Otrzymano tez z zadowalajaca w tej reakcji
wydajnos$cia (36,9%; najwigkszy stopien przereagowania)

[3-14C]-L-fenyloalaning.

Frakcja Aktywnos¢ Aktywnos¢ Stopien KIE
wlasciwa wlasciwa przereagowania
cynamonianu  fenyloalaniny (%)
(dpm/pmol) (dpm/umol)

1 1794 832,0 19,85 1,0101

2 1803 583,4 27,27 1,0229

3 1803 809,8 32,65 1,0183

4 1213 305,9 36,88 0,1781

5 1803 872,6 36,13 1,0161

Srednio 1,0168

+0,0037

Tabela 3. Wyniki badania KIE w pozycji 3.

4.3.3. BADANIE KIE W POZYCJI 2.

Wyznaczono KIE w pozycji 2 (punkt 5.3.2.; jednocze$nie otrzymano
[2-14C]-L-fenyloalaning). Do badan uzywano kwasu [2-'“C]-cynamonowego
otrzymanego w punkcie 5.1.4. Reakcje wykorzystane w przeprowadzonym eks-
perymencie pokazano na schemacie 41.

Do badania KIE w pierwszej frakcji uzyto procedury podobnej do tej
w przypadku badania tego efektu w pozycji 3 (punkt 5.3.1.). Stwierdzono, ze
warstwa eterowa nie wykazuje istotnej radioaktywnosci (mniejsza, niz 0,5%
aktywnosci calej frakcji), dlatego tez zmodyfikowano procedurg dla kolejnych
frakcji. Z polaczonych warstw eterowych, po wyekstrahowaniu kwasu
cynamonowego, odparowywano eter, a pozostalo§¢ wymywano wodnym
roztworem KOH uzyskujac 5Sml roztworu w kolbce miarowej potrzebnego do
dalszych pomiarow. Pozostala czgs¢ procedury jest identyczna z badaniami KIE

w pozycji 3. Wyniki badania KIE w pozycji 2 przedstawia tabela 4.



114 COOH 4 COO HoNeygCOO
_HE NH;
_ >
(PAL; KIE)
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Schemat 41. Reakcje wykorzystane w badaniu KIE w pozycji 2.

Frakcja Aktywnos¢ Aktywnos¢ Stopien KIE
wlasciwa wlasciwa przereagowania
cynamonianu fenyloalaniny (%)
(dpm/pmol) (dpm/pmol)
1 51108 5140 8,57 1,0462
2 51187 15931 14,46 1,0364
3 51245 24012 18,33 1,0336
4 51430 20412 25,54 1,0353
5 51436 17680 22,27 1,0418
Srednio 1,0367
+ 00,0039

Tabela 4. Wyniki badania KIE w pozycji 2.

Podobnie, jak w przypadku badan w pozycji 3 uzyskane aktywnos$ci wia-
sciwe fenyloalaniny r6znia si¢ znacznie od siebie 1 od poczatkowej aktywnos$ci
substratu wskutek zlego oznaczenia ilosci fenyloalaniny, w zwiazku z tym nie
mozna bra¢ ich do obliczania KIE. Nalezy zatem skorzysta¢ z rownania (4) 1 us-
redni¢ otrzymane wielkosci. Wyznaczony KIE w pozycji 2 (1,0367) ma niewiel-
kie odchylenie standardowe (0,0039). Zatem na atomie wegla w pozycji 2 ist-

nieje duzy kinetyczny efekt izotopowy 2C/'*C w reakcji addycji amoniaku do



cynamonianu katalizowanej przez PAL. Otrzymano tez z dobra wydajnoscia

(25,5%) [2-1“C]-L-fenyloalaning.

4.3.4. BADANIE KIE W POZYCJI 1.

Wyznaczono KIE w pozycji 1 (punkt 5.3.3.; jednocze$nie otrzymano
[1-“C]-L-fenyloalaning) wykorzystujac kwas [1-“C]-cynamonowy otrzymany

w punkcie 5.1.3. Reakcje wykorzystane w eksperymencie przedstawia sche-

14 14 - 1 -
mat 42. COOH COO H,N 4CO0
- H+ NH3
_n B
(PAL; KIE)
H+ 2 H
1
4COOH H; N [4COOH

Schemat 42. Reakcje wykorzystane w badaniu KIE w pozycji 1.

Do badania pierwszych dwoéch frakcji zastosowano procedure wykorzys-
tana do okreslania KIE w pozycji 2 dla frakeji 2-5 (punkt 5.3.2.). Otrzymano,
podobnie jak w poprzednich wypadkach znacznie rdzniace si¢ od siebie 1 od ak-
tywnos$ci poczatkowej substratu aktywnosci wiasciwe fenyloalaniny. Z tego po-
wodu, jak 1 ze wzgledow oszczednosciowych, zdecydowano si¢ zmodyfikowac
procedurg dla frakcji 3-5. Warstwe¢ wodna z fenyloalaning po ekstrakcji pobie-
rano do pomiaréw scyntylacyjnych. Nie sporzadzano roztworu fenyloalaniny do
pomiaréw spektrofotometrycznych. Reszta procedury byta podobna do uzytej
dla pierwszych dwoch frakeji z tym, Zze nie mierzono radioaktywnosci resztek
niepobranych do pomiaréw. Wyniki badania KIE w pozycji 1 przedstawia ta-

bela 5.



Frakcja Aktywnos¢ Aktywno$¢ Stopien KIE

wlasciwa wlasciwa przereagowania
fenyloalaniny cynamonianu (%)
(dpm/umol) (dpm/pmol)
1 49177 154424 13,51 1,0078
2 63811 154218 23,18 0,9992
3 n. m. 154226 38,37 0,9997
4 n. m. 154219 42,44 0,9996
5 n. m. 154160 42,55 0,9990
Srednio 1,0011

+0,0027
Tabela 5. Wyniki badania KIE w pozycji 1.

Po skorzystaniu z wzoru (4) i usrednieniu wynikow uzyskano wielkos$¢
KIE dla atomu wegla w pozycji 1 (1,0011) o niewielkim odchyleniu standardo-
wym (0,0027). Efekt ten jest na poziomie btedu metody. Nie stwierdzono wigc
istnienia kinetycznego efektu izotopowego *C/"C na atomie wegla w pozycji 1
w reakcji addycji amoniaku do cynamonianu katalizowanej przez PAL. Otrzy-

mano z duza wydajnoscia (42,55%) [1-'*C]-L-fenyloalanine.

4.4. DYSKUSJA.

W tabeli 6 podane sa wartosci KIE wyznaczone dla r6znych frakcji 1 r6z-
nych pozycji w tancuchu bocznym kwasu (E)-cynamonowego w reakcji addycji
amoniaku katalizowanej przez PAL. Korzystajac z wyznaczonych KIE mozna
wyciagnac kilka wnioskéw odno$nie mechanizmu badanej reakc;ji.

Na atomie wegla w pozycji 1 nie stwierdzono istnienia KIE badz jest on
bardzo niewielki. Oznacza to, ze wigzania przy tym atomie nie biora udzialu
w najwolniejszych etapach reakcji. Zaden z proponowanych mechanizméw
reakcji nie zaktada takiej] mozliwosci. Na atomie wegla w pozycji 2 stwierdzono
istnienie duzego efektu izotopowego, a w pozycji 3 — matego. Prawdopodobnie
w etapie najwolniejszym reakcji addycji nastgpuje addycja amoniaku do atomu

wegla w pozycji 2 1 dlatego na tym atomie wegla istnieje duzy KIE. Natomiast



przytaczanie atomu wodoru do atomu wegla w pozycji 3 wystepuje prawdopo-
dobnie w etapie troch¢ szybszym, gdyz KIE jest tu nieco mniejszy. Gdyby etap
ten byt duzo wolniejszy, to nie zaobserwowanoby KIE na tej pozycji. Z kolei
w przypadku mechanizmu synchronicznego (jednoczesnego dotaczenia amonia-
ku 1 wodoru do atomow wegla w pozycji 2 1 3) obliczone KIE na tych atomach
powinny by¢ zblizone wartoscia. Prawdopodobnie etap dotaczenia amoniaku
nastepuje przed dotaczeniem wodoru, gdyz najczesciej pierwsze etapy reakcji sa
etapami najwolniejszymi. W zwiazku z tym mozna stwierdzi¢, ze reakcja
addycji amoniaku do kwasu cynamonowego katalizowana przez PAL biegnie
po tej samej drodze, co reakcja eliminacji z tym, ze w odwrotnym kierunku. To

rowniez jest typowe dla reakcji chemicznych.

KIE w pozycji : 1 2 3
Frakcja 1 1,0078 1,0462 1,0101
Frakcja 2 0,9992 1,0364 1,0229
Frakcja 3 0,9997 1,0336 1,0183
Frakcja 4 0,9996 1,0353 0,1781
Frakcja 5 0,9990 1,0418 1,0161

Srednio 1,0011 1,0367 1,0168
+ 0,0027 +0,0039 +0,0037

Tabela 6. Wyniki badan KIE.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw nie neguja ktoregokolwiek
z proponowanych mechanizméw eliminacji (punkty 3.3.2. 1 3.3.3.). Wyznacze-
nie KIE na atomach wegla w pozycjach 1’ 1 2° moze dostarczy¢ wiecej informa-
cji na temat mechanizmu dziatania PAL. Ich wystapienie potwierdzi stuszno$¢
mechanizmu przedstawionego w punkcie 3.3.3., a ich brak — stuszno$¢
mechanizmu z punktu 3.3.2.

Aby doktadniej pozna¢ mechanizm reakcji addycji amoniaku do kwasu
cynamonowego katalizowanej przez PAL nalezatoby wyznaczy¢ kinetyczne

efekty izotopowe wodoru w pozycjach 2, 312’.



4.5. ROZWAZANIE MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA
PRZEBADANYCH SYNTEZ W TOMOGRAFII
POZYTONOWEJ.

Przebadano syntezy kwasu malonowego z cyjankow, benzaldehydu z al-
koholu benzylowego, kwasu cynamonowego z kwasu malonowego 1 benzalde-
hydu, oraz L-fenyloalaniny z kwasu cynamonowego. Rozwazajac ich zastoso-
wanie do tomografii pozytonowej nalezy pomysle¢ nad skroceniem procedury
wytworzenia fenyloalaniny z radioaktywnego prekursora do 1 godziny. Jest to
mozliwe, gdyz szybko$¢ reakcji jest duzo wigksza, gdy dodaje si¢ duzy nadmiar
reagentow nieradioaktywnych i enzymu.

Synteza kwasu malonowego jest stosunkowo dlugotrwata (przynajmniej
4 godziny, z czego 3 godziny trwa ogrzewanie mieszanin reakcyjnych). Proce-
dur¢ t¢ mozna réwniez znacznie skroci¢ dodajac duze nadmiary substratow
nieradioaktywnych. Enzymatyczna syntez¢ benzaldehydu z alkoholu benzylo-
wego, ktora normalnie trwa okoto pottorej godziny mozna bardzo skroci¢ doda-
jac duzy nadmiar enzymu i kofaktora. Przy zastosowaniu duzej ilo$ci enzymu
1 kofaktora mozna t¢ reakcj¢ skréci¢ do 5 minut. Synteza kwasu cynamonowego
z benzaldehydu i1 kwasu malonowego jest rowniez dtugotrwata (5 godzin, z cze-
go 4 godziny trwa ogrzewanie mieszaniny reakcyjnej). Czas ogrzewania reagen-
tow mozna zdecydowanie skroci¢, gdyz wydzielanie si¢ dwutlenku wegla trwa
okoto 10 minut. W potaczeniu z podaniem duzego nadmiaru reagentdw niera-
dioaktywnych moze to da¢ znaczne skrocenie procedury. Enzymatyczna synteza
L-fenyloalaniny z kwasu cynamonowego trwa kilkadziesiat godzin. Przy duzym
nadmiarze enzymu reakcje ta mozna skroci¢ do 20 minut.

Opracowane w tej pracy metody syntezy zwiazkéw znakowanych weglem
4C moga by¢ przydatne do znakowania izotopem krotkozyciowym ''C 1 mieé
zastosowanie w PET, ale nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badania w celu skro-

cenia czasu syntezy.



5. CZESC DOSWIADCZALNA

W badaniach uzywano licznika scyntylacyjnego (Wallac 1409).

Pomiary scyntylacyjne prowadzono uzywajac scyntylatorow do probek
niewodnych i wodnych (Sigma).

Pomiary pH przeprowadzano na pH-metrze (Teleko Wroctaw N5172).

Pomiary spektrofotometryczne przeprowadzono na spektrofotometrze
UV-VIS (1202 Shimadzu).

Temperatury topnienia oznaczano w aparacie Koflera typu Boetius
1 podawano bez poprawek.

Chromatografi¢ = cienkowarstwowa przeprowadzano na ptytkach
(Merck) 60F;ss.

Do detekcji zwiazkow po chromatografii uzywano lampy UV (Aldrich).

Do wirowania wuzywano mikrowirowki (Mechanika Precyzyjna
Warszawa).

Uzywano  zwiazkOw  znakowanych  izotopami  wegla  'C

wyprodukowanych w Osrodku Produkcji i Dystrybuciji Izotopoéw w Swierku.

Do przeprowadzania reakcji uzywano roztworu PAL otrzymanego
Z Rhodotorula glutinis (produkcji Sigma) o aktywnosci 4,17U/ml 1 0,44U/mg
biatka. Zawarto$¢ biatka oznaczona metoda biuretowa wynosita 10mg/ml.
Enzym znajdowatl si¢ w 60% wodnym roztworze glicerolu, 3mM Tris-HCI,
0,5M (NH4).SO4, pH 7,5. Aktywno$¢ enzymu oznaczano przy pH 8,5
i w temperaturze 30°C; 1U enzymu przeksztalca lumol L-fenyloalaniny
w (E)-cynamonian w ciagu 1 minuty.

Uzywano tez stalego YADH z drozdzy piekarskich (produkcji Sigma)
o aktywno$ci 340U/mg i 370U/mg biatka. Enzym zawieral 90% biatka

oznaczanego spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 280nm (Ej;, ) i mniej niz

2% soli z buforu cytrynianowego. Aktywno$¢ enzymu okreslano przy pH 8,8



i w temperaturze 25°C; 1U enzymu przeksztalca 1umol etanolu w aldehyd

octowy w ciagu 1 minuty.

5.1. SYNTEZY KWASOW CYNAMONOWYCH.

5.1.1. PRZYGOTOWANIE DO SYNTEZ KWASOW
CYNAMONOWYCH.

5.1.1.1. Synteza kwasu malonowego 7 naturalnym sktadem izotopowym.

5.1.1.1.1. Synteza w makroskali.

5,1g (0,054 mola) kwasu chlorooctowego rozpuszczono w 7ml wody
destylowanej i zoboj¢tniono Na,CO; (do momentu zaprzestania wydzielania si¢
CO.). Nastepnie roztwor umieszczono w tazni lodowej, mieszano mieszadtem
magnetycznym 1 dodawano porcjami 2,43g (0,0496 mola) NaCN. Na koniec
dodano 7,5ml wody destylowanej. Mieszaning reakcyjna ogrzewano do wrzenia
pod chtodnica zwrotng przez 1,5h, mieszajac roztwor mieszadltem
magnetycznym. Potem dodano 3,1g (0,078 mola) NaOH i ogrzewano rozwor
pod chtodnica zwrotna przez 1,5h, mieszajac go mieszadtem magnetycznym.
Nastegpnie dodano do mieszaniny roztwor 7,5¢ CaCl, w 18ml wody
destylowanej 1 pozostawiono go do krystalizacji. Osad odsaczono pod
zmniejszonym ci$nieniem 1 rozpuszczono w st¢zonym HCI, a mogacy si¢
wydziela¢c HCN pochlaniano w roztworze wodnym Na,S,0;. Mieszaning
powstata po rozpuszczeniu osadu ekstrahowano dziesigciokrotnie po 25ml
przedestylowanego eteru dietylowego. Polaczone warstwy eterowe suszono nad
bezwodnym MgSO., odsaczono pod zmniejszonym ci$nieniem i odparowano na
wyparce obrotowej. Uzyskano 2,75g (0,0264 mola) kwasu malonowego
o temperaturze topnienia 128°C (literatura [48] - 135°C). Wydajnosé
syntezy 53,3%.



5.1.1.1.2. Synteza w mikroskali.

0,50g (5,3 mmola) kwasu chlorooctowego rozpuszczono w 1,45ml wody
destylowanej 1 zoboj¢tniono Na,CO; (do momentu zaprzestania wydzielania si¢
CO,). Roztwor umieszczono w tazni lodowej, mieszajac mieszadlem
magnetycznym 1 dodawano porcjami 0,25g (5,1 mmola) NaCN. Mieszaning
ogrzewano do wrzenia pod chlodnica zwrotna przez 1,5h, mieszajac roztwoér
mieszadtem magnetycznym. Nastgpnie dodano 0,25g (6,25 mmola) NaOH
1 ogrzewano pod chlodnica zwrotna przez 1,5h, mieszajac go mieszadlem
magnetycznym. Do mieszaniny dodano roztwor 0,60g CaCl, w 1,8ml wody
destylowanej 1 pozostawiono ja do krystalizacji. Nastepnie osad odsaczono pod
zmniejszonym ci$nieniem 1 rozpuszczono w stezonym HCI, a mogacy si¢
wydziela¢ HCN pochlaniano w wodnym roztworze Na,S,0Os;. Mieszaning
powstala po rozpuszczeniu ekstrahowano  pigciokrotnie po  25ml
przedestylowanego eteru dietylowego. Warstwy eterowe potaczono 1 suszono
nad bezwodnym MgSOs4. Roztwoér eterowy po odsaczeniu MgSO4 odparowano
na wyparce obrotowej. Uzyskano 0,39g (3,8 mmola) kwasu malonowego
o temperaturze topnienia 133°C (literatura [48] - 135°C). Wydajnosé
syntezy 74%.

5.1.1.2. Przygotowanie do enzymatycznej syntezy benzaldehydu.

0,5ml benzaldehydu zmieszano z 4,5ml wody destylowane]
1 ekstrahowano czterokrotnie po 5ml przedestylowanego eteru dietylowego.
Potaczone warstwy eterowe suszono nad bezwodnym CaCl,, a nastgpnie
odsaczono pod zmniejszonym cisnieniem i odparowano na wyparce obrotowe;j.

Uzyskuje si¢ 0,48g benzaldehydu. Wydajnos$¢ preparatyki 91%.



5.1.1.3. Synteza kwasu cynamonowego o naturalnym sktadzie
izotopowym.

5.1.1.3.1. Synteza w makroskali.

2,75g (0,0264 mola) otrzymanego kwasu malonowego (punkt 5.1.1.1.1.)
zmieszano z 3,000ml (0,02972 mola) przedestylowanego benzaldehydu

przechowywanego pod argonem, 2,500ml przedestylowanej pirydyny, 150ul
przedestylowanej piperydyny 1 0,50g bezwodnego Na,SO;. Mieszaning t¢
ogrzewano pod chlodnica zwrotna przez 4h na wrzacej fazni wodnej mieszajac
ja mieszadlem magnetycznym. Nastgpnie do mieszaniny dodano 70ml wody
destylowanej 1 zakwaszono ja 7ml stezonego HCI. Otrzymany kwas
cynamonowy odsaczono pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano 0,44g
(3,0 mmola) kwasu o temperaturze topnienia 133°C (literatura [48] -
133-135°C). Czysto$§¢ kwasu sprawdzano za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (silikazel, n-heptan:lodowaty kwas octowy 4:1 (v/v), R dla
kwasu cynamonowego (nanoszenie z roztworu eterowego) wynosit 0,14,
wzorce - kwasy cynamonowy 1 benzoesowy (R=0,20) (rozpuszczone
w eterze), detekcja w UV). Produkt nie zawieral widocznych zanieczyszczen.
Wydajnos¢ syntezy kwasu cynamonowego od kwasu malonowego wyniosta

13%, a catkowitej syntezy 6,9%.

5.1.1.3.2. Synteza w mikroskali.

0,39g (3,8 mmola) otrzymanego kwasu malonowego (punkt 5.1.1.1.2.)
zmieszano z 0,390ml (3,86 mmola) przedestylowanego benzaldehydu
przechowywanego pod argonem, 0,360ml przedestylowanej pirydyny, 21pul
przedestylowanej piperydyny i1 0,08g bezwodnego Na,SOs. Mieszaning te
ogrzewano pod chlodnica zwrotng przez 4h mieszajac mieszadtem
magnetycznym. Nastgpnie dodano do niej 17ml wody destylowanej
1 zakwaszono 1,5ml st¢zonego HCI. Odsaczono krysztatki kwasu. Otrzymano

0,35g (2,4 mmola) kwasu cynamonowego o temperaturze topnienia 133°C



(literatura [48] - 133-135°C). Czysto$¢ sprawdzono tak, jak podczas syntezy
w makroskali (punkt 5.1.1.3.1.). Produkt (R=0,14) nie zawierat widocznych
zanieczyszczen. Wydajno$¢ syntezy od kwasu malonowego wyniosta 63%,

a catkowita wydajos$¢ syntezy 47%.

5.1.2. SYNTEZA KWASU [1-"*C]-MALONOWEGO.

1,00g (10,6 mmoli) kwasu chlorooctowego rozpuszczono w 2,9ml wody
destylowanej 1 zoboj¢tniono stalym Na,COs. Do tego roztworu dodano porcjami
0,50g (10,2 mmoli) NaCN i 5,8mg (8,9x10° mola) K"CN o aktywnosci
wlasciwej 414MBg/mmol roztwor mieszano za pomoca mieszadta
magnetycznego 1 chlodzono w tazni lodowej. Po dodaniu NaCN roztwor
ogrzewano do wrzenia pod chlodnica zwrotna i mieszano go mieszadiem
magnetycznym przez lh. Nastepnie dodano 0,51g (9,1 mmola) statego KOH
1 ogrzewano do wrzenia pod chtodnica zwrotna przez 12h (do odpegdzenia
amoniaku; kontrola za pomoca wilgotnego papierka uniwersalnego) mieszajac
roztwor mieszadlem magnetycznym. Nastgpnie dodano roztworu 1,27 g CaCl,
w 3,6ml wody destylowanej 1 pozostawiono osad do krystalizacji, a pdzniej
odsaczono. Osad rozpuszczono w stezonym HCI pochtaniajac ewentualnie
tworzacy si¢ HCN w wodnym roztworze Na,S,0;. Powstaly roztwor
ekstrahowano pigciokrotnie po 10ml przedestylowanego eteru dietylowego.
Potaczone warstwy eterowe suszono nad bezwodnym MgSO, i przesaczono.
Eter odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano 0,5202g
(5,002 mmola) kwasu [1-'"*C]-malonowego o temperaturze topnienia 133°C

(literatura [48] - 135°C). Wydajno$¢ syntezy wyniosta 48,6%.

5.1.3. SYNTEZA KWASU[1-*C]-CYNAMONOWEGO.

0.5202g (5,002 mmola) otrzymanego kwasu [1-'*C]-malonowego
(punkt 5.1.2.) zmieszano z 1,000ml (9,906 mmola) przedestylowanego

benzaldehydu przechowywanego pod argonem, 0,500ml przedestylowanej

pirydyny, 30ul przedestylowanej piperydyny 1 0,10g bezwodnego Na,SO..



Mieszaning ogrzewano do wrzenia pod chlodnica zwrotna 1 mieszano
mieszadlem magnetycznym przez 4h. Wydzielajacy sie CO, ze wzgledu na jego
radioaktywnos$¢ pochtaniano w zawiesinie Ca(OH),. Nastepnie do mieszaniny
dodano 13,5ml wody destylowanej, zakwaszono stgzonym HCI 1 przesaczono.

Uzyskano 19.2mg (0,130 mmola) osadu kwasu [1-"*C]-cynamonowego (po

suszeniu w eksykatorze nad P,Os) o aktywno$ci 2,4x10°dpm/umol
i o temperaturze topnienia 133°C (literatura [48] - 133-135°C). Pozostato$¢
w kolbie wymyto dwukrotnie po 5Sml eteru dietylowego 1 warstwg eterowa
ekstrahowano trzema porcjami zalkalizowanego przesaczu pozostalego po
pierwszym odsaczeniu kwasu cynamonowego. Potaczone warstwy wodne
zakwaszono stezonym HCI i odsaczono. Otrzymano 761,9mg (5,148 mmola)

osadu kwasu (po suszeniu w eksykatorze nad P,Os) o aktywnosci

7,72x10°dpm/pumol i o temperaturze topnienia 131°C (literatura [48] -
133-135°C). Czysto$¢ otrzymanych kwaséw sprawdzano chromatograficznie
tak, jak w punkcie 5.1.1.3.1. z tym, ze zrobiono rowniez rechromatografi¢
(uktad n—heptan:lodowaty kwas octowy 99:5 (v/v), wzorce: kwas benzoesowy
R=0,14 1 0,32, kwas cynamonowy R~=0,11 1 0,22). Kwasy cynamonowe po
pierwszym 1 drugim saczeniu (R=0,11 1 0,22 w obydwu wypadkach) nie
zawieraty widocznych zanieczyszczen. Wydajno$¢ syntezy bazujac na kwasie
[1-'*C]-malonowym wyniosta 105,5%, a od Na“CN 51,7%. Wydajnos¢
radiochemiczna 19,4%. Pomiary radioaktywnosci: z osadu kwasu po pierwszym
saczeniu pobrano 1,2mg substancji, a z osadu po drugim saczeniu 12,2 mg.

Kazda probke rozpuszczono w 5ml scyntylatora do probek niewodnych

1 pobrano po 100ul z kazdego roztworu do pomiaréw radioaktywnosci
w scyntylatorze do probek niewodnych. Pomiary wykonano przez 2 minuty.
Aktywno$¢ probki pobranej z osadu po pierwszym saczeniu wyniosta

38613dpm, a podobna aktywno$¢ w przypadku drugiego osadu 127200dpm.



5.1.4. SYNTEZA KWASU [2-"“C]-CYNAMONOWEGO.

Kwas [2-'*C]-malonowy o aktywno$ci catkowitej 250uCi i wilasciwe;j
56,7mCi/mmol przeniesiono do kolbki reakcyjnej rozpuszczajac go
w przedestylowanym eterze dietylowym. Eter odparowano pod zmniejszonym
cisnieniem. Dodano 0,5017g (4,824 mmola) kwasu malonowego, 1,000ml
przedestylowanego benzaldehydu (9,906 mmola) przechowywanego pod
argonem, 0,500ml przedestylowanej pi-rydyny, 30ul destylowanej piperydyny
1 104,8mg bezwodnego Na,SO.. Mieszaning ogrzewano do wrzenia pod
chtodnica zwrotna przez 4h mieszajac ja mieszadtem magnetycznym. Nastepnie,
po ochlodzeniu mieszaning przeniesiono do rozdzielacza, dodano dwukrotnie
po 5Sml eteru dietylowego 1 ekstrahowano pigciokrotnie po Sml 2M wodnym
roztworem KOH. Potaczone warstwy wodne zakwaszono 6ml st¢zonego HCI
wobec papierka uniwersalnego 1 przesaczono. Po suszeniu osadu w eksy-

katorze nad P,Os otrzymano 604,2mg (4,082 mmola) kwasu

[2-""C]-cynamonowe-go o aktywno$ci 4,17x10°dpm/umol 1 temperaturze
topnienia 134°C  (literatura [48] - 133-135°C). Czysto$¢ sprawdzano
chromatograficznie tak, jak w punkcie 5.1.1.3.1. Produkt (R=0,14) nie zawierat
widocznych zanieczyszczen. Wydajno$¢ syntezy wyniosta 84,6%, a wydajnos¢
radiochemiczna 30,7%. Pomiary radioaktywnos$ci: 10,1 mg otrzymanego kwasu
rozpuszczono w 5Sml benzenu. Z roztworu tego pobrano 100ul do pomiaru
radioaktywnosci w scyntylatorze do probek niewodnych. Czas pomiaru probki

wynosit 100 minut. Aktywnos$¢ probki wyniosta 56965dpm.

5.1.5. SYNTEZA ALDEHYDU [1-"“C]-BENZOESOWEGO.

Do mieszaniny 134,2mg NAD 1 7,95mg YADH w 5ml buforu
pirofosforanowego (0,083M wzgledem NasP,O; doprowadzonego Na,HPO, do
pH 8,7) dodano 1,8ml roztworu alkoholu [1-""C]-benzylowego w eterze
dietylowym o aktywnosci 5,8x10’dpm/ml. Mieszaning inkubowano

w temperaturze pokojowej przez lh pod argonem, a nast¢pnie ekstrahowano



S5ml przedestylowanego eteru dietylowego 1 potem dwukrotnie po S5ml
przedestylowanego eteru dietylowego z dodatkiem 0,500ml przedestylowanego
benzaldehydu (tacznie 9,906 mmola) przechowywanego pod argonem 1 jeszcze
5ml przedestylowanego eteru dietylowego. Potaczone warstwy eterowe suszono
przez 15 minut nad bezwodnym Na,SO,; pod argonem 1 zdekantowano. Eter

odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.

5.1.6. SYNTEZA KWASU [3-"*C]-CYNAMONOWEGO.

Do otrzymanego znakowanego [1-'*C]-benzaldehydu (punkt 5.1.5.) naty-
chmiast dodano 2,056g (19,77 mmola), 1,000ml przedestylowanej pirydyny,
50ul przedestylowanej piperydyny i 307,6mg bezwodnego Na,SOs4. Mieszaning
ogrzewano do wrzenia pod chtodnica zwrotna przez 4h mieszajac ja mieszadlem
magnet-cznym. Nastgpnie dodano do niej 20ml wody destylowanej 1 5ml
stezonego HCI ciagle mieszajac mieszadtem magnetycznym. Wytracony osad
odsaczono 1 rekrystalizowano rozpuszczajac go w minimalnej ilo§ci wrzacego
etanolu 1 wytracajac zimna woda destylowana. Po odsaczeniu i suszeniu

w eksykatorze nad P,Os otrzymano 923,4mg (6,240 mmola) kwasu [3-'*C]-

cynamonowego o aktywnos$ci 2417dpm/umol i temperaturze topnienia 133°C
(literatura [48] - 133-135°C). Czysto$¢ kwasu sprawdzano chromatograficznie
tak, jak w punkcie 5.1.1.3.1. Produkt (R=0,15) nie zawieral widocznych
zanieczyszczen. Wydajnos¢ syntezy wyniosta 63,0%, a wydajnos¢
radiochemiczna 14%. Pomiary radioaktywnos$ci: 13,8 mg otrzymanego kwasu
rozpuszczono w 5Sml benzenu 1 z otrzymanego roztworu pobrano 100ul do
pomiaru aktywno$ci w scyntylatorze do prébek niewodnych przez 100 minut.

Aktywnos$¢ probki wyniosta 4491dpm.



5.2. SYNTEZA [3-"“C]-L-FENYLOALANINY.
5.2.1. PRZYGOTOWANIE DO SYNTEZY I BADANIA KIE.

5.2.1.1. Wyznaczanie molowego wspolczynnika ekstynkcji dla
cynamonianu.

44,10mg (0,2980 mmola) kwasu cynamonowego rozpuszczono
w rozcienczonym wodnym roztworze NaOH 1 doprowadzono jego objetos¢ do
25,00ml. Nastepnie z tego roztworu pobrano 1,000ml i uzupeilniono go do
100,0ml woda destylowana. Zmierzono absorbancje (do trzech pomiaréw nie
rézniagcych sig migdzy soba o wigcej niz 0,5%) tego roztworu przy dtugosci fali
290nm. Wyniosta ona 1,110 (szeroko$¢ kuwety 1,000cm). Molowy
wspotczynnik ekstynkcji dla cynamonianu przy dlugosci fali 290nm
wynosi 9328.

5.2.1.2. Wyznaczanie molowego wspolczynnika ekstynkcji dla

L-fenyloalaniny.

49.2mg (0,298 mmola) L-fenyloalaniny rozpuszczono w wodzie
destylowanej 1 uzupelniono do objetosci 50,0ml. Nastgpnie mierzono
absorbancj¢ (do trzech pomiaréw nie rézniacych si¢ od siebie o wigcej niz
0,5%) tego roztworu przy dtugosci fali 258nm (spektrofotometr wyzerowano na
wode destylowana). Absorbancja wyniosta 0,960 (przy szerokosci kuwety
1,000cm). Molowy wspotczynnik ekstynkcji dla L-fenyloalaniny przy dlugosci
fali 258nm wynosi 161.

5.2.1.3. Opracowanie metody rozdzialu kwasu cynamonowego

i L-fenyloalaniny.

17,0mg kwasu cynamonowego 1 6,80mg L-fenyloalaniny rozpuszczono

w 5,000ml buforu amonowego (1,8M wzgledem NH,Cl doprowadzanym NaOH

do pH 9,5). Pomiar absorbancji tego roztworu przy diugosci fali 290nm

wykonano dodajac 20ul roztworu do 3,000ml wody destylowanej (na ktora

wyzerowano spektrofotometr). Absorbancja wyniosta 1,563. Nastgpnie roztwor



zakwaszono 1,000ml stezonego HCI 1 wyekstrahowano kwas cynamonowy

porcjami po 5Sml eteru dietylowego. Po kazdej kolejnej ekstrakcji (poczawszy

od drugiej) eterem pobierano z warstwy wodnej po 100ul i dodawano do
3,000ml wody destylowanej (na ktora zerowano spektrofotometr) i mierzono
absorbancje¢ takiej probki przy dhugosci fali 290nm. Po kolejnych ekstrakcjach
absorbancje te wynosity kolejno: 0,219, 0,169, 0,116, 0,048, 0,025, 0,021,
0,022. 22,8mg kwasu cynamonowego rozpuszczono w 30ml eteru dietylowego

1 ekstrahowano porcjami po Sml 2M wodnego roztworu NaOH. Poczawszy od

trzeciej ekstrakcji z warstwy wodnej po kazdej ekstrakcji pobierano po 100ul
i dodawano je do 3,000ml wody destylowanej (na ktoéra zerowano
spektrofotometr), a nast¢pnie mierzono absorbancj¢ probki przy dlugosci fali
290nm. Po kolejnych ekstrakcjach absorbancje te wynosity kolejno: 0,450,
0,050, 0,018, 0,013, 0,011.

5.2.2. SYNTEZA [3-"“C]-L-FENYLOALANINY.
Mieszaning 48,1mg (0,325 mmola) kwasu cynamonowego o aktywnosci

178dpm/umol, 200ul roztworu PAL w 3,800ml buforu amonowego
(1,8M wzgledem NH,Cl doprowadzany NaOH do pH 9,7) inkubowano w 30°C
przez 22h. Mieszaning zakwaszono 0,500ml stezonego HCI i ekstrahowano

pieciokrotnie po 3ml eteru dietylowego. Od trzeciej ekstrakcji kontrolowano

radioaktywnos$¢ warstw eterowych pobierajac po 100ul warstwy 1 mierzac

aktywno$¢ w scyntylatorze do prébek niewodnych przez 2 minuty. Z warstwy

wodnej pobrano 100ul zmierzono jej radioaktywnos$¢ w scyntylatorze do probek
wodnych przez 100 minut. Wyniosta ona 52,2dpm. Nastgpnie warstwg¢ wodna
odwirowano w mikrowirowce i1 okre§lono ilo§¢ otrzymanej L-fenyloalaniny.
Mieszaning 100ul otrzymanego roztworu L-fenyloalaniny, 40ul roztworu PAL
1 3,000ml buforu boranowego (0,20M wzgledem H;BO; doprowadzany NaOH
do pH 8,8) inkubowano w temperaturze pokojowej do momentu ustalenia sig

absorbancji. Absorbancja przy dlugosci fali 290nm zmienita si¢ o 0,788



(szerokos$¢ kuwety wynosita 1,000cm). Otrzymano wigc 1,94mg (11,8 umola)
[3-'*C]-L-fenyloalaniny o aktywnos$ci 199dpm/umol. Wydajno$¢ syntezy
wyniosta 3,63%, a wydajno$¢ radiochemiczna 4,06%. Polaczone warstwy
eterowe po ekstrakcjach przemywano porcjami wodnego roztworu KOH az do
uzyskania alkalicznego odczynu warstwy wodnej. Ilo§¢ kwasu pozostatego
w eterze kontrolowano pomiarami aktywnos$ci podobnie, jak podczas ekstrakcji.
Warstwe wodna zakwaszono stezonym HCI 1 odsaczono nieprzereagowany

kwas cynamonowy. Po suszeniu w eksykatorze nad P,Os uzyskano 45,3mg

(0,306 mmola) osadu o aktywnos$ci 179dpm/umol (pomiar: 5,5mg osadu
rozpuszczono w scyntylatorze do probek niewodnych, aktywno$¢ wyniosta

6615dpm) i o temperaturze topnienia 132 °C (literatura [48] - 133-135 °C).

5.3. BADANIE KINETYCZNYCH EFEKTOW IZOTOPOWYCH
C/"C W POZYCJACH 1,2 i3, W REAKCJI ADDYCJI
AMONIAKU DO (E)-CYNAMONIANU KATALIZOWANEJ
PRZEZ PAL.

5.3.1. KIE W POZYCJI 3.

20,0mg (135 pupmoli) otrzymanego (punkt 5.1.6.) kwasu
[3-"*C]-cynamonowego rozpuszczono w 5,000ml buforu amonowego (1,87M

wzgledem NH4Cl doprowadzonego NaOH do pH 9,645). Z takiego roztworu

pobrano pigciokrotnie po 100ul do pomiaréw radioaktywnos$ci. Pomiar
wykonywano przez 100 minut w scyntylatorze do probek wodnych. Aktywnos¢

wyniosta 6366dpm. Aktywno$¢ wlasciwa wyjsciowego kwasu wynosita

1790dpm/pmol. Nastepnie do roztworu dodano 250ul roztworu PAL 1 250ul
wody destylowanej. Frakcje reakcji pobierano kolejno po 10, 18,5, 34, 40 1 48
godzinach od momentu rozpoczecia reakcji (dodanie PAL). Reakcje
prowadzono w temperaturze 25°C. Pobierano po 1,000ml z mieszaniny

reakcyjnej 1 odwirowywano ja w mikrowirOwce przez 15 minut, supernatant

oddzielano 1 zakwaszano 100ul stezonego HCI wobec papierka uniwersalnego.



Mieszaning ekstrahowano porcjami po 5 ml przedestylowanego eteru
dietylowego (odpowiednio dla kolejnych frakcji 6, 5, 5, 6 1 6 razy). Z warstw
eterowych po koncowych ekstrakcjach (od drugiej frakcji kolejno po 4, 5,516
ekstrakcji) pobierano po 0,5ml (poza frakcja 1) 1 kontrolowano radioaktywnos$¢
mierzac ja w scyntylatorze do probek niewodnych przez 2 minuty. Ekstrakcje
prowadzono do uzyskania statej aktywnosci warstw eterowych. Potaczone
warstwy eterowe ekstrahowano porcjami po Sml 2M wodnego roztworu KOH
(odpowiednio dla kolejnych frakcji 5, 6, 7, 9 1 7 razy). Po koncowych
ekstrakcjach (od drugiej frakcji kolejno po 4, 5, 7 1 6 ekstrakcji) pobierano
z warstw wodnych po 0,5 ml (poza frakcja 1) 1 kontrolowano radioaktywnos$¢
mierzac ja w scyntylatorze do probek wodnych przez 2 minuty. Ekstrakcje
prowadzono do uzyskania stalych aktywnosci warstw wodnych. Warstwy
wodne taczono. Roztwory wodne po ekstrakcjach zawierajace cynamonian
1 L-fenyloalaning zaggszczano na wyparce obrotowe] pod zmniejszonym
cisnieniem i doprowadzano woda destylowana (wyptukujac zwiazki) do 5,00ml
w kolbkach miarowych. Niewymyte resztki cynamonianu i fenyloalaniny
odptukiwano woda destylowana do uzyskania statych aktywnos$ci; ich
radioaktywnos$¢ mierzono w scyntylatorze do probek wodnych przez 2 minuty.

Nastepnie z otrzymanych roztworéw cynamonianu pobierano 100ul
1 dodawano do 2,900ml wody destylowanej (na ktora zerowano
spektrofotometr). Mierzono absorbancje przy dlugosci fali 290nm do
otrzymania trzech pomiarow nie rdézniacych si¢ od siebie o wigcej niz 0,5%
(szeroko$¢ kuwet wynosita 1,000cm). Nastgpnie pobierano z roztworu
cynamonianu po 1,000ml (odpowiednio dla poszczegdlnych frakcji 4, 3, 3,3 14
razy) 1 mierzono radioaktywno$¢ w scyntylatorze do prébek wodnych przez 100
minut. Pozostalo§¢ przemywano woda destylowana 1 zaggszczano wraz
z resztkami pozostalymi po pomiarach spektrofotometrycznych, a nastgpnie
mierzono jej radioaktywno$¢ w scyntylatorze do probek wodnych przez 100

minut. Resztki cynamonianu wymywano woda destylowana do uzyskania statej



aktywno$ci; ich radioaktywno$¢ mierzono w scyntylatorze do probek wodnych
przez 2 minuty.

Ze sporzadzonych roztwordw L-fenyloalaniny pobierano prébki
1 mierzono ich absorbancj¢ przy dlugosci fali 258nm do uzyskania trzech
pomiaréw nie réznigcych si¢ miedzy soba o wigcej niz 0,5%. Spektrofotometr
zerowano na wode destylowana, grubos¢ kuwety wynosita 0,998cm. Nastepnie
z roztworoOw fenyloalaniny pobierano czterokrotnie po 1,000ml roztworu
1 mierzono radioaktywnos¢ probek w scyntylatorze do probek wodnych przez
100 minut. Pozostato$¢ zaggszczano na wyparce obrotowej pod zmniejszonym
ci$nieniem 1 mierzono jej radioaktywnos¢ w scyntylatorze do probek wodnych
przez 100 minut. Resztki wymywano woda destylowana do statej aktywnosci;
ich radioaktywnos$¢ mierzono w scyntylatorze do probek wodnych przez
2 minuty.

Warstwy eterowe po ekstrakcjach zaggszczano pod zmniejszonym
ciSnieniem 1 mierzono ich radioaktywnos$¢ w scyntylatorze do probek wodnych.
Resztki wymywano eterem dietylowym do uzyskania statej aktywnosci; ich
radioaktywno$§¢ mierzono w scyntylatorze do probek niewodnych przez
2 minuty. Aktywno$¢ przypadajaca na frakcj¢ wynosita 13763dpm. Aktywno$¢
wlasciwa substratu wynosita wigc 1790dpm/pmol.

Warstwe wodna z fenyloalaning z pierwszej frakcji zbadano za pomoca
dwukrotnej chromatografii cienkowarstwowej na silikazelu w uktadzie
n—heptan:lodowaty kwas octowy 19:1 (v/v) z detekcja w zakresie
promeniowania UV. Wzorzec (probka rozpuszczona w eterze dietylowym) kwas
cynamonowy o naturalnym sktadzie izotopowym miat R=0,26, probka warstwy
wodnej miata R=0,00, a prébka tejze warstwy z naniesionym wzorcem miata
R=0,26. Warstwe eterowa zbadano w podobny sposéb z tym, ze zrobiono
pojedyncza chromatografi¢. Ry wzorca wynidst 0,17, warstwa eterowa nie
dawata widocznych $ladow, a jej probka z natozonym wzorcem miata R=0,17.

Z warstwy tej pobrano 0,5ml i zmierzono jej radioaktywno$¢ w scyntylatorze do



probek niewodnych przez 2 minuty. Aktywno$¢ byla stosunkowo wysoka.
Nastgpnie z obydwu chromatograméw wycigto plamki zawierajace kwas
cynamonowy (ze $ciezek z nalozonym wzorcem na probki badanych roztwo-
row) 1 zmierzono ich radioaktywno$¢ w scyntylatorze do prébek niewodnych
przez 2 minuty. Zmierzone aktywnos$ci byly na poziomie tla. Wyniki

przedstawia tabela 6.

Frak  Aktywno$¢  Absorbancja  Aktywno$¢  Absorbancja = Aktywno$¢

-cja cynamo- cynamonianu L-fenylo- L-fenylo- niepobranej
nianu alaniny alaniny L-fenylo-
(dpm/ml) (dpm/ml) alaniny

(dpm)

1 7427 1,287 1920 0,371 n. m.

2 6047 1,043 2638 0,727 n. m.

3 5370 0,926 3158 0,627 n. m.

4 3298 0,845 3568 1,875 n. m.

5 4738 0,817 3034 0,559 2305

Tabela 6. Wyniki badan KIE w pozycji 3.

5.3.2. KIE W POZYCJI 2.

Otrzymany kwas [2-"*C]-cynamonowy (punkt 5.1.4.) dwukrotnie
krystalizowano rozpuszczajac go w minimalnej ilo$ci wrzacego etanolu
1 wytracajac zimna woda destylowana, oraz saczac pod zmniejszonym
cisnieniem. Odwazono 29,7mg (0,201 mmola) takiego oczyszczonego kwasu
1 rozpuszczono go w 5,000ml buforu amonowego (1,82M wzgledem NH4CI

doprowadzonego NaOH do pH 9,655). Z takiego roztworu pobrano
pigeciokrotnie po 100ul do pomiaréw radioaktywnosci w scyntylatorze do
probek wodnych przez 100 minut. Aktywno$¢ ta wyniosta 190284dpm.
Aktywnos$¢ wlasciwa wyjsciowego kwasu wynosita 47209dpm/umol. Nastepnie
do roztworu dodano 250ul roztworu PAL i 250ul wody destylowanej. Frakcje
reakcji pobierano kolejno po 11, 20, 35, 40 1 48 godzinach od rozpoczgcia re-
akcji (dodanie PAL). Reakcje prowadzono w temperaturze 25°C. Pobierano po



1,000ml roztworu 1 wirowano go w mikrowirowce przez 15 minut. Supernatant
oddzielano 1 zakwaszano stezonym HCI wobec papierka uniwersalnego.
Niepobrane resztki wyptukiwano woda destylowana do uzyskania stalej
aktywno$ci; ich radioaktywno$¢ mierzono w scyntylatorze do probek wodnych
przez 2 minuty, a w przypadku duzych aktywnos$ci rowniez przez 100 minut.
Roztwory L-fenyloalaniny i1 kwasu cynamonowego z frakcji 1 1 z pozostatych
frakcji w r6zny sposdb doprowadzono do objetosci 5,00ml.

Frakcj¢ 1 ekstrahowano siedmiokrotnie po Sml przedestylowanego eteru
dietylowego. Od piatej ekstrakcji kontrolowano radioaktywnos$¢ warstw
eterowych pobierajac z nich po 0,5ml 1 mierzac ich aktywno$¢ w scyntylatorze
do probek niewodnych przez 2 minuty. Ekstrakcje prowadzono do uzyskania
statych aktywnosci warstw eterowych. Polaczone warstwy eterowe
ekstrahowano siedmiokrotnie po S5ml 2M wodnego roztworu KOH.
Radioaktywno$¢ warstw wodnych kontrolowano pobierajac z nich (poczawszy
od szostej ekstrakcji) po 0,5ml 1 mierzac radioaktywnos¢ w scyntylatorze do
probek wodnych przez 2 minuty. Warstwy wodne po ekstrakcji potaczono.
Roztwory L-fenyloalaniny i cynamonianu zagg¢szczono na wyparce obrotowe;j
pod zmniejszonym cisnieniem i1 doprowadzono woda destylowana (wyptukujac
zwiazki) do objgtosci 5,00ml w kolbkach miarowych. Niepobrane resztki wy-
plukiwano woda destylowana do statej aktywnos$ci; ich radioaktywno$¢
mierzono w scyntylatorze do probek wodnych przez 2 minuty. Warstwe eterowa
po obydwu ekstrakcjach odparowano pod zmniejszonym ci§nieniem
1 zmierzono jej radioaktywnos$¢ w scyntylatorze do probek wodnych przez 100
minut. Resztki wyptukiwano eterem dietylowym do wuzyskania stalej
aktywno$ci; ich radioaktywno$¢ mierzono w scyntylatorze do probek
niewodnych przez 2 minuty. Zmierzona suma aktywnos$ci byla stosunkowo
niewielka.

Roztwory pozostatych frakcji ekstrahowano porcjami po 5Sml

przedestylowanego eteru dietylowego (odpowiednio dla kolejnych frakeji 8, 7,



7 1 7 razy). Radioaktywno$¢ warstw eterowych z ostatnich ekstrakcji
(odpowiednio dla poszczegol-nych frakcji od 5, 6, 6 1 6 ekstrakcji)
kontrolowano pobierajac po 0,5ml warstwy 1 mierzac jej radioaktywno$¢
w scyntylatorze do probek niewodnych przez 2 minuty. Ekstrakcje
przeprowadzano do uzyskania statych aktywno$ci warstw eterowych. Warstwe
wodng zaggszczono na wyparce obrotowe] pod zmniejszonym ci§nieniem
1 doprowadzano woda destylowana (wyplukujac fenyloalaning) do objetosci
5,00ml w kolbce miarowej. Niepobrane resztki wyptukiwano woda destylowana
do uzyskania statej aktywnosci; ich radioaktywno$¢ mierzono w scyntylatorze
do prébek niewodnych przez 2 minuty. Z potaczonych warstw eterowych
odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostatos¢
wymywano 2M wodnym roztworem KOH do uzyskania 5,00ml roztworu
w kolbce miarowej. Niepobrane resztki wyplukiwano 2M wodnym roztworem
KOH, zakwaszano st¢zonym HCIl 1 wymywano eterem dietylowym oraz woda
destylowana do uzyskania stalej aktywnoS$ci. Radioaktywnos$¢ popluczyn
mierzono w scyntylatorze do probek wodnych przez 2 minuty.

Nastepnie z otrzymanych roztworé6w cynamonianu o objgtosci 5,00ml
pobierano po 100ul i dodawano do 2,900ml wody destylowanej (na ktora
zerowano spektrofotometr) 1 mierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali 290nm do
uzyskania trzech pomiarow nie rozniacych si¢ od siebie o wigcej niz 0,5%
(grubos¢ kuwet wynosita 1,000cm). Z roztwor6w cynamoniandw pobierano po
1,000ml do pomiarow radioaktywnosci (dla kolejnych frakeji 1, 4, 4, 4 1 4 razy)
w scyntylatorze do probek wodnych przez 100 minut. Nastgpnie pozostatos¢ po
pomiarach spektrofotometrycznych 1 niepobrane resztki zaggszczano na
wyparce obrotowej pod zmniejszonym ciSnieniem 1 mierzono ich
radioaktywno$§¢ w scyntylatorze do probek wodnych przez 100 minut.
Niepobrane resztki wyptukiwano woda destylowana do uzyskania statej
aktywno$ci; ich radioaktywnos$¢ mierzono w scyntylatorze do probek wodnych

przez 2 minuty.



Mierzono tez absorbancj¢ otrzymanych roztworéow L-fenyloalaniny przy
dhugosci fali 258nm do uzyskania trzech pomiaréw nie rézniacych si¢ miedzy
soba o wigcej niz 0,5% (grubos$¢ kuwety wynosita 0,998, spektrofotometr
zerowano na wode destylowana). Nastgpnie z roztwordOw L-fenyloalaniny
pobierano czterokrotnie po 1,000ml do pomiarow radioaktywnosci
w scyntylatorze do probek wodnych przez 100 minut. Niepobrane resztki
Zageszczono na wyparce obrotowej pod zmniejszo-nym ci$nieniem 1 zmie€rzono
ich radioaktywno$¢ w scyntylatorze do proébek wodnych przez 100 minut.
Niepobrane resztki wyptukiwano woda destylowana do statej aktywnosci; ich
radioaktywno$¢ mierzono w scyntylatorze do probek wodnych przez 2 minuty.

W  celu dokladnego okreslenia aktywnosci wyjsciowego kwasu
[2-'*C]-cynamonowego odwazono 12,1 mg (81,7 umola) i rozpuszczono go
w  5,000ml scyntylatora do probek niewodnych. Nastepnie roztwor
rozpipetowano pigciokrotnie po 1,000ml, dodano scyntylatora do prébek

niewodnych 1 zmierzono radioaktywnos$¢ probek. Wynosita ona 831559dpm.

Aktywno$¢ wyjsciowego kwasu byla rowna 50897dpm/pumol. Zmierzone

wielkos$ci podano w tabeli 7.

Frak- Aktyw- Absor- Aktyw- Absor- Aktyw-  Aktyw-

cja nos¢ bancja nos¢ bancja nos¢ nos¢
cynamo- cynamo L-fenylo- L-fenylo- niepo- niepo-
nianu -nianu alaniny alaniny brangj branej
(dpm/ml) (dpm/ml) L-fenylo-  frakcji
alaniny (dpm)
(dpm)

1 221321 1,346 27029 0,845 10179 10607
2 354588 2,154 48881 0,493 n. m. 14981
3 326148 1,979 61873 0,414 972 12688
4 335262 2,027 86643 0,682 1936 1885
5 266655 1,612 73285 0,666 10403 13360

Tabela 7. Wyniki badan KIE w pozycji 2.



5.3.3. KIE W POZYCJI 1.

Otrzymany kwas [1-'*C]-cynamonowy (punkt 5.1.3.) przekrystalizowano
dwukrotnie rozpuszczajac go w minimalnej ilo$ci wrzacego etanolu 1 wytracajac
go zimnag woda destylowana oraz saczac pod zmniejszonym ci$nieniem.
29,9 mg (202 pmoli) takiego kwasu rozpuszczono w 5,000ml buforu
amonowego (1,82M wzgledem NH4Cl doprowadzonego NaOH do pH 9,687).

Z takiego roztworu pobrano pigciokrotnie po 100ul do pomiaréow
radioaktywnosci w scyntylatorze do probek wodnych przez 100 minut.

Aktywno$¢ wyniosta 623873dpm. Aktywnos$¢ wlasciwa wyjsciowego kwasu
wyniosta 154249dpm/umol. Nastgpnie do roztworu dodano 250ul roztworu

PAL 1 250pl wody destylowanej. Mieszaning inkubowano w temperaturze
28-30°C. Frakcje reakcji pobierano kolejno po 11, 22,5, 35, 42 i 47 godzinach
od momentu rozpoczgcia reakcji (dodanie PAL). Pobierano po 1,000ml
roztworu 1 wirowano go przez 15 minut w mikrowirdéwce. Supernatant
oddzielono i zakwaszono stgzonym HCI. Niepobrane resztki wymywano woda
destylowana do uzyskania statej aktywnosci; ich radioaktywno$¢ mierzono
w syntylatorze do probek wodnych przez 2 minuty 1 przez 100 minut
w przypadku duzych aktywnosci.

Nastepnie mieszaning ekstrahowano porcjami po 5Sml przedestylowanego
eteru dietylowego (dla kolejnych frakcji 9, 8, 8, 7 1 7 razy). Radioaktywnos$¢
kontrolowano pobierajac z warstw eterowych z koncowych ekstrakeji (dla
kolejnych frakcji od 6, 6, 7, 7 1 7 ekstrakcji). Ekstrakcje prowadzono do stalej
aktywnosci warstw eterowych po ekstrakcji. Nastgpne czynno$ci roznity si¢ dla
frakcji 1 12 od procedury dla frakcji pozostatych.

Warstwy wodne z pierwszych dwoch frakcji zaggszczano na wyparce
obrotowej 1 wyptukiwano woda destylowana do uzyskania roztworu o obj¢tosci
5,00ml w kolbce miarowej. Niepobrane resztki wyptukiwano woda destylowana
do uzyskania statej aktywnosci; ich radioaktywno$¢ mierzono w scyntylatorze

do prébek wodnych przez 2 minuty. Polaczone warstwy eterowe po



ekstrakcjach odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostatos$¢
wymywano 2M wodnym roztworem KOH do uzyskania roztworu o objetosci
5,00ml. Niepobrane resztki wymywano eterem dietylowym i1 2M wodnym
roztworem KOH do uzyskania statej aktywnosci; ich radioaktywno$¢ mierzono
w scyntylatorze do probek wodnych przez 2 minuty.

Ze sporzadzonych roztworéw cynamonianu pobierano po 100ul
i dodawano do 2,900ml wody destylowanej (na ktéora zerowano
spektrofotometr), a nast¢pnie mierzono absorbancje roztworow przy dlugosci
fali 290nm do uzyskania trzech pomiar6w nie réznigcych si¢ od siebie o wigce]
niz 0,5% (szerokos¢ kuwet wynosita 1,000cm). Nastgpnie z roztworow
pobierano trzykrotnie po 1,000ml 1 jeszcze 0,900ml (frakcja 1), badz
pigciokrotnie po 0,800ml (frakcja 2) do pomiaréw radioaktywnosci
w scyntylatorze do probek wodnych przez 100 minut. Resztki po pomiarach
spekrofotometrycznych i1 niewyplukany cynamonian zat¢zano na wyparce obro-
towej] pod zmniejszonym cisnieniem 1 zmierzono ich radioaktywno$¢
w scyntylatorze do probek wodnych przez 100 minut. Niepobrane resztki
wymywano woda destylowana do uzyskania statej aktywnosci; radioaktywnos¢
mierzono w scyntylatorze do probek niewodnych przez 2 minuty.

Mierzono absorbancje sporzadzonego roztworu fenyloalaniny przy
dhugosci fali 258nm do uzyskania trzech pomiaréw nie rézniacych si¢ od siebie
o wigcej niz 0,5%; szeroko$¢ kuwety wynosita 0,998cm. Nastgpnie z roztwordw
pobierano czterokrotnie po 1,000ml, w przypadku frakcji 2 pobrano jeszcze
0,500ml, 1 mierzono ich radioaktywno$¢ w scyntylatorze do prébek wodnych
przez 100 minut. Niepobrane resztki wymywano woda destylowana i zatgzano
na wyparce obrotowe] pod zmniejszonym ci$nieniem 1 mierzono ich
radioaktywno$§¢ w scyntylatorze do probek wodnych przez 100 minut.
Niewyptukane resztki wymywano woda destylowana do uzyskania statej
aktywnosci; ich radioaktywnos$¢ mierzono w scyntylatorze do probek wodnych

przez 2 minuty.



Warstwy wodne po ekstrakcjach pozostalych frakcji mierzono
scyntylacyjnie w scyntylatorze do probek wodnych przez 100 minut.
Niepobrane resztki wyptukiwano woda destylowana do statej aktywnos$ci; ich
radioaktywnos$¢ mierzono w scyntylatorze do probek wodnych przez 2 minuty.
Potaczone warstwy eterowe po ekstrakcjach odparowywano pod zmniejszonym
cisnieniem. Pozostatosci wyptukiwano 2M wodnym roztworem KOH do
uzyskania roztworow o objgtosci 5,00ml.

Z tak sporzadzonych roztwor6w cynamonianu pobierano po 100pul
1 dodawano do 2,900ml wody destylowanej na ktora zerowano spektrofotometr.
Mierzono absorbancj¢ takich roztworow przy dlugosci fali 290nm do uzyskania
trzech pomiarow nie rozniacych si¢ od siebie o wigcej niz 0,5%. Grubos¢ kuwet
wynosita 1,000ml. Nastgpnie pobierano z roztworéw cynamoniandéw probki do
pomiaréw radioaktywnosci w scyntylatorze do probek wodnych przez 100
minut. Z frakcji 3 pobrano czterokrotnie po 0,800ml i jeszcze 0,900ml; z frakcji
4 pigciokrotnie po 0,700ml 1 jeszcze 0,650ml; z frakcji 5 pigciokrotnie po
0,700ml 1 jeszcze 0,750ml. Wyniki badan przedstawiono w tabeli 8.

Frak-  Aktyw- Absor- Aktyw- Aktyw-  Aktyw- Absor- Aktyw-

cja nos¢ bancja nos¢ nos¢ nos¢ bancja L- nos¢
cynamo-  cynamo- L-fenylo-  niepo-  L-fenylo- fenylo- niepo-
nianu nianu alaniny branej alaniny alaniny branej
(dpm/ml) (dpm) frakcji  (dpm/ml) L-fenylo-
(dpm) alaniny
(dpm)
1 1018584 2,051 n. m. 771 151509 0,496 822
2 1078724 2,175 n. m. 10045 259742 0,654 527
3 829295 1,672 2067163 226956 n. m. n. m. n. m.
4 824417 1,591 2376811 14969 n. m. n. m. n. m.
5 857694 1,730 2372577 38854 n. m. n. m. n. m.

Tabela 8. Wyniki badania KIE w pozycji 1.



6. PODSUMOWANIE

Postawione w tej pracy cele zostaly osiagnigte.

Opracowano metod¢ syntezy kwasu (E)-cynamonowego selektywnie zna-
kowanego izotopami wegla metoda Knoevenagela. Opracowano syntezy
substratow do tej reakcji — kwasu malonowego z cyjankow, oraz benzaldehydu
z alkoholu benzylowego w reakcji katalizowanej przez drozdzowa
dehydrogenazg alkoholowa.

Otrzymano z dobra wydajno$cia chemiczna kwas [1-'"*C]-malonowy
z ["*C]-cyjanku potasu.

Uzyskano metoda enzymatyczna [1-'*C]-benzaldehyd 2z alkoholu
[1-"*C]-benzylowego.

Poprzez reakcj¢ Knoevenagla zsyntetyzowano, z zadowalajacymi wydaj-
no$ciami chemicznymi i radiochemicznymi, kwasy (£)-cynamonowe selektyw-
nie znakowane weglem “C w pozycjach 1, 2 i 3, wychodzac odpowiednio z ot-
rzymanego kwasu [1-'*C]-malonowego, kwasu [2-'*C]-malonowego i z uzyska-
nego wczesniej [1-'*C]-benzaldehydu.

Wychodzac z kwaséw (E)-cynamonowych opracowano synteze L-fenylo-
alanin znakowanych selektywnie izotopami wegla "“C w reakcji katalizowanej

przez liaz¢ fenyloalaninowa.

Startujac z otrzymanych kwasow (E)-cynamonowych, selektywnie zna-
kowanych weglem '*C, otrzymano po raz pierwszy enzymatycznie L-fenyloala-
niny znakowane weglem “C w pozycjach 1, 2 i 3. Zwiazki te otrzymano z do-
brymi wydajno$ciami chemicznymi, radiochemicznymi i o duzej aktywnosci
wlasciwe;j.

Opracowano metode¢ wyznaczania kinetycznego efektu izotopowego
12C/"C dla reakcji addycji amoniaku do (E)-cynamonianu katalizowanej przez

liaz¢ fenyloalaninowa.

Po raz pierwszy wyznaczono wspomniane wyzej kinetyczne efekty izoto-

powe w enzymatycznej reakcji addycji amoniaku do kwasu (£)-cynamonowego.



Wyniosty one: 1,0011 + 0,0027 dla atomu wegla w pozycji 1, 1,0367 £+ 0,0039
dla atomu wegla w pozycji 21 1,00168 £ 0,0037 dla atomu wegla w pozycji 3.

Na podstawie zmierzonych kinetycznych efektéw izotopowych zapropo-
nowano po raz pierwszy prawdopodobny mechanizm addycji amoniaku do
(E)-cynamonianu katalizowanej przez PAL. Reakcja ta najprawdopodobniej
biegnie po tej samej drodze, ktora proponuje si¢ dla reakcji eliminacji amoniaku
z L-fenyloalaniny katalizowanej przez ten enzym, ale w odwrotnym kierunku.
Duza warto$¢ KIE na atomie wegla w pozycji 2 sugeruje, ze najpierw dolaczana
jest czasteczka amoniaku do tego atomu. Kolejnym etapem jest przylaczenie
atomu wodoru do atomu wegla w pozycji 3. Atom wegla w pozycji 1 nie bierze
bezposredniego udziatu w tej reakcji.

Zaproponowano dalsze badania w celu bardziej doktadnego poznania me-
chanizméw reakcji katalizowanych przez PAL.

Bazujac na opracowanych syntezach L-fenyloalaniny znakowanej izoto-
pami wegla rozwazano 1 zaproponowano dalsze badania nad synteza tego ami-
nokwasu (po raz pierwszy taka metoda) znakowanego weglem ''C, ktdra moze

by¢ przydatna do stosowania w tomografii pozytonowe;.
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8. WYKAZ SKROTOW I SYMBOLI STOSOWANYCH
W PRACY

A — alanina (badz absorbancja, gdzie zaznaczono)

Ac — acetyl

ang — angielskiego

(aq) — roztwor wodny danej substancji (jako indeks dolny)

B — zasada

Bq — bekerel

BSAO - oksydaza z albuminy osocza wolu

Bu — butyl

Bz — benzoil

0C — stopien Celsjusza

cDN — deoksyrybonukleinowy otrzymany w wyniku odwrotnej transkrypcji na
matrycy kwasu rybonukleinowego

Ci — kiri

D-AAOQO — oksydaza D-aminokwasowa

DABCO - diazabicyklo-[2,2,2]-oktan

DMF — dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DN — deoksyrybonukleinowy

DOPA — 3’-hydroksytyrozyna

dpm — ilo$¢ rozpadow promieniotworczych na minute

E2 — eliminacja dwuczasteczkowa

El - absorbancja preparatu biatkowego przy dlugosci fali 280 nm, pozwalajaca
wyliczy¢ ilos¢ biatka, gdy zna si¢ absorbancj¢ wzorcowego roztworu biatka
o stezeniu 1%

e — elektron

EC — skrot przed systematyczna nazwa enzymu



Elcb — eliminacja jednoczasteczkowa z udziatem silnej zasady
Et — etyl

f — stopien przereagowania

G — glicyna

AG® — zmiana energii swobodnej (potencjatu termodynamicznego Gibbsa)
g — gram

GOT — transaminaza glutaminian: o—ketoglutaran

GPT — transaminaza glutaminian:pirogronian

[H] — reduktor

h — godzina

HAL - liaza histydynowa

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

I — izoleucyna

k — stata szybkosci reakcji z udziatem izotopu 1zejszego
*k — stata szybkosci reakcji z udzialem izotopu ci¢zszego
kcal — kilokaloria

kDa — kilodalton

KIE — kinetyczny efekt izotopowy

L —leucyna

1 - litr

In — logarytm naturalny

M — mol na decymetr sze$cienny badz mega (przedrostek)
m — mili (przedrostek)

Me — metyl

MeV — megaelektronowolt

min — minuta

mld — miliard

n — neutron

NAD — nukletyd nikotynamidoadeninowy



NADH - forma zredukowana nukleotydu nikotynamidoadeninowego
nm — nanometr

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy

p — proton

pal — genu kodujacy liaze fenyloalaninowa

PET — tomografia pozytonowa

Ph — fenyl

pH — yjemny logarytm ze stezenia jonow wodorowych
PLP — fosforan pirydoksalu

PTC — kataliza przez przeniesienie fazowe

R, R’ — alkil (badZ aktywno$¢ molowa, gdzie zaznaczono)
R, — aktywno$¢ molowa substratu przed reakcja

R, — aktywnos¢ molowa produktu

R, — aktywno$¢ molowa substratu po reakcji

r — pozycja pro R (jako indeks dolny)

R;— wspolczynnik podziatu

rfx — ogrzewanie pod chlodnica zwrotna

RNA — kwas rybonukleinowy

RN — rybonukleinowy

S - seryna

s — sekunda badz pozycja prosS (jako indeks dolny)

T - treonina

t,, — okres potowicznego rozpadu

At — ogrzewanie

tBu — tert-butyl

THF — tetrahydrofuran

Tris — 1,3-dihydroksy-2-hydroksymetylo-2-propyloamina
U — jednostka aktywnosci enzymatycznej

UV — promieniowanie ($wiatto) ultrafioletowe



V - walina

VIS - promieniowanie ($wiatlo) widzialne

v/v — stosunek objetosciowy

X — chlorowiec (badz reszta czasteczki, gdzie zaznaczono)

YADH — drozdzowa dehydrogenaza alkoholowa

v — antyneutrino elektronowe

- — elektron pochodzacy z rozpadu promieniotworczego
o — jadro helu

v — kwant promieniowania gamma

u — mikro (przedrostek)

v — neutrino elektronowe

B* — pozyton pochodzacy z rozpadu promieniotworczego
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