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

Enzym B-tyrozynaza (inaczej fenololiaza tyrozynowa, TPL; E.C. 4.1.99.2.) wystepuje gltdwnie
w Gram-ujemnych szczepach Enterobacteriaceae. Enzym katalizuje odwracalny hydrolityczny rozktad
L-tyrozyny. Kofaktorem jest fosforan 5’-pirydoksalu (Schemat 1).
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Schemat 1. Reakcja katalizowana przez TPL

TPL katalizuje takze rozktad r6znych pochodnych aminokwasowych zawierajacych odpowiednia
grup¢ opuszczajaca w pozycji B (np. pochodne L-seryny i L-cysteiny); fenololiaza tyrozynowa ma tez
aktywnos¢ racemazy alaninowe;j.

Enzym jest cieckawym obiektem badan mechanistycznych, gdyz w wyniku jego dziatania
rozrywane jest wiazanie pomigdzy alifatycznym i 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, brakuje np. systematycznych danych dotyczacych
kinetycznych efektow izotopowych (KIE) w badanej reakcji. W ramach swojej pracy postanowitem
wyznaczy¢ KIE wodoru (zaréwno 'H/H, jak i 'HAH) i wegla ("*C/"C). Aby wykona¢ takie badania
musiatem 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 (odpowiednio a, b, ¢ oraz d na schemacie 2). Jako zrodta izotopu uzywatem handlowo
dostepnego K'*CN.

Uzyskatem takze izotopomery L-tyrozyny znakowane selektywnie deuterem w pozycjach o i
w pozycji 3R i 3§ (odpowiednio e, g oraz i na schemacie 3). Oprocz tego otrzymatem izotopologi tych
zwiazkow znakowane trytem w pozycjach a, B (rowniez selektywnie w pozycji 3R i 35) 1 2°,6° pier§cienia
aromatycznego (odpowiednio f/f*, h, j/k oraz 1/’ na schemacie 3). Jako Zrédto znacznika wykorzystatem
odpowiednio wodg deuterowana lub trytowa.

Wigkszo$¢ uzyskanych przeze mnie znakowanych izotopomerow i izotopologéw L-tyrozyny
zostata uzyskana po raz pierwszy. Rowniez w duzej wigkszosci przypadkoéw uzytem nowatorskich metod
syntetycznych.

Otrzymane pochodne uzylem do wyznaczenia KIE w reakcji katalizowanej przez TPL
z Citrobacter freundii. KIE deuteru (‘H/*H) wyznaczalem metoda niekonkurencyjna poprzez pomiar
parametrow kinetycznych reakcji. W pomiarach wykorzystalem mozliwo$¢ sprzgzenia reakcji
z enzymatyczna redukcja kwasu pirogronowego, w wyniku ktorej utlenianiu ulega NADH, co umozliwia
spektrofotometryczny pomiar kinetyki reakcji. Wyznaczytem KIE deuteru na szybkos$¢ maksymalng (V)
1 na stosunek szybko$ci maksymalnej do statej Michaelisa (V/K) w pozycjach wodoru o-H, B-H, (takze
w obecnosci fenolu), 2°,6’-H, 1 3°,5°-H; L-tyrozyny. Oprocz 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 za pomoca pomiaréw radioaktywnosci
wlasciwej produktéw i substratow reakcji stosujac metode podwojnego znakowania. Jako standard



wewnetrzny (substytut ilosci zwiazku) stosowatem '‘C w grupie karboksylowej. Do  rozdzielenia
produktow reakcji od substratow uzywatem chromatografii jonowymiennej. Wyznaczytem KIE trytu na
wielkos¢ V/K w pozycjach a-H, BR-H, BS-H, 2°,6°-H, i 3°,5’-H, L-tyrozyny.
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Schemat 2. Syntezy L-tyrozyny znakowanej *C

Dodatkowo wyznaczytem KIE wegla (*C/'*C) réwniez stosujac metode konkurencyijna. Jako
standardu wewngtrznego uzywatem trytu w pozycji 3°,5’. Wyznaczylem KIE wegla na wielkos¢ V/K
w pozycjach a-C, B-C i 1’-C L-tyrozyny. Wielko$ci wyznaczonych KIE przedstawitlem na schemacie 4.

Przeprowadzone pomiary pozwolity mi na odkrycie nieznanych wczesniej zjawisk w badanej
reakcji. Stwierdzitem niezalezno$¢ KIE deuteru w pozycji a i efektu rozpuszczalnikowego od siebie, co
$wiadczy o zaangazowaniu protonu o i protonéw z wody w tym samym stanie przejSciowym reakcji.
Wykrylem wzgledne zmiany szybkos$ci reakcji czastkowych sktadajacych si¢ na katalizg, co objawiato si¢
wzrostem obserwowanego KIE w pozycjach a-H, BS-H i a-C L-tyrozyny. Zaobserwowatem szybkie
odrywanie protonu w pozycji a jedynie na poczatku procesu katalitycznego. Odkrylem rosnace znaczenie
etapu odrywania protonu z pozycji BS w koncowych etapach reakcji. Zauwazylem duza roéznice w
znaczeniu obydwu prochiralnych atoméw wodoru w pozycji B, co powoduje rézne wartosci KIE dla
wspomnianych atoméw. Poréwnujac KIE deuteru na wielkosci V i V/K w pozycji 3°,5 stwierdzitem, ze
atomy wodoru w tej pozycji maja prawdopodobnie duze znaczenie podczas koncowych etapow reakcji,
np. podczas oddysocjowania fenolu. Na podstawie wlasnych obserwacji zaproponowalem model
kinetyczny reakcji.



Reasumujac, udato mi si¢ osiagna¢ zamierzone cele. Moje badania pozwolily na wykonanie
interesujacych obserwacji i wysnucie ciekawych wnioskow w badanej reakcji rozktadu L-tyrozyny
katalizowanego przez fenololiazg tyrozynowa.
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Schemat 3. Synteza L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru
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Schemat 4. Wyznaczone wielkosci KIE w reakcji rozkladu tyrozyny katalizowanej przez TPL




