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~SYNTEZY IZOTOPOMEROW L-TYROZYNY I ICH WYKORZYSTANIE DO
BADANIA MECHANIZMU DZIALANIA B-TYROZYNAZY”

Enzym B-tyrozynaza (inaczej fenololiaza tyrozynowa, TPL) katalizuje odwracalny hydrolityczny
rozktad L-tyrozyny. Kofaktorem jest fosforan 5’-pirydoksalu (PLP).
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Enzym jest ciekawym obiektem badan mechanistycznych, gdyz w wyniku jego dziatania
rozrywane jest wiazanie pomigdzy alifatycznym i1 aromatycznym atomem wegla, co jest wyjatkowe
w uktadach biologicznych. Dodatkowo proton z pozycji a jest czgSciowo przenoszony na atom wegla
4 powstajacego fenolu.

Mechanizm reakcji nie jest dobrze poznany, brakowalo np. systematycznych danych dotyczacych
kinetycznych efektéw izotopowych (KIE) w badanej reakcji. W ramach swojej pracy postanowitem
wyznaczy¢ KIE wodoru (zaréwno 'H/°H, jak i 'HPH) i wegla (C/'*C). Aby wykona¢ takie badania
musialem najpierw otrzymac¢ odpowiednio znakowane izotopomery i izotopologi L-tyrozyny.

Stosujac kombinowane metody chemiczne i enzymatyczne otrzymatem izotopomery L-tyrozyny
znakowane weglem '*C w grupie karboksylowej, w pozycji a, w pozycji P, oraz w pozycji 1° pierécienia
aromatycznego. Jako zrodta izotopu uzywatem handlowo dostepnego K'*CN.

Uzyskalem takze izotopomery L-tyrozyny znakowane selektywnie deuterem w pozycjach o i B
(selektywnie zarowno w pozycji 35 i 3R). Oprocz tego otrzymalem izotopologi tych zwiazkéw znakowane
trytem w pozycjach a, B (réwniez selektywnie w pozycji 351 3R) 1 2°,6’ pierScienia aromatycznego. Jako
zrodto znacznika wykorzystatem odpowiednio wode deuterowana lub trytowa.

Wigkszos$¢ uzyskanych przeze mnie znakowanych L-tyrozyn zostata uzyskana po raz pierwszy.
Rowniez w duzej wigkszosci przypadkow uzytem nowatorskich metod syntetycznych.

Otrzymane pochodne uzytem do wyznaczenia KIE w reakcji katalizowanej przez TPL z Citrobac-
ter freundii. KIE deuteru (‘"H/*H) wyznaczatem metoda niekonkurencyjna. Wyznaczytem KIE deuteru na
szybko$¢ maksymalna (V) i na stosunek szybkosci maksymalnej do statej Michaelisa (V/K) w pozycjach
wodoru a-H, B-H, (takze w obecnosci fenolu), 2°,6’-H; i1 3°,5°-H, L-tyrozyny. Oprécz tego wyznaczytem
rozpuszczalnikowe efekty izotopowe deuteru w badanej reakcji z L-tyrozyna i z [2-*H]-L-tyrozyna.

KIE trytu ("H/°H) wyznaczylem metoda konkurencyjna stosujac metode podwdinego znakowania.
Jako standard wewnetrzny stosowatem '*C w grupie karboksylowej. Wyznaczytem KIE trytu na warto$é
V/K w pozycjach o-H, BR-H, BS-H, 2°,6’-H, i 3°,5’-H, L-tyrozyny.

Dodatkowo wyznaczylem KIE wegla (*C/'*C) réwniez stosujac metode konkurencyijna. Jako
standardu wewngtrznego uzywatem trytu w pozycji 3°,5’. Wyznaczytem KIE wegla na wartos¢ V/K
w pozycjach a-C, f-C i 1’-C L-tyrozyny.

Przeprowadzone pomiary pozwolity mi na odkrycie nieznanych wczesniej zjawisk w badanej
reakcji. Stwierdzitem niezalezno$¢ KIE deuteru w pozycji a i efektu rozpuszczalnikowego, co §wiadczy
0 zaangazowaniu protonu o i protonéw z wody w tym samym stanie przejsSciowym reakcji. Wykrylem
wzgledne zmiany szybkosci reakcji czastkowych skladajacych sie na katalizg, oraz zaobserwowalem
szybkie odrywanie protonu w pozycji o jedynie na poczatku procesu katalitycznego. Odkrytem rosnace
znaczenie etapu odrywania protonu z pozycji BS w koncowych etapach reakcji. Zauwazytem duza réznice
w znaczeniu obydwu prochiralnych atomoéw wodoru w pozycji B. Stwierdzilem, ze atomy wodoru
w pozycji 3°,5” maja duze znaczenie podczas koncowych etapow reakcji.

Reasumujac udato mi si¢ osiagnal cele postawione podczas realizacji pracy. Moje badania
pozwolily na wysnucie ciekawych obserwacji i wnioskdOw w badanej reakcji rozktadu vr-tyrozyny
katalizowanego przez fenololiaz¢ tyrozynowa.




