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WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

% - procent

¢ — minuta

° — stopien katowy

A — absorbancja, lub alanina

A - angstrem

Ac —acetyl

ARG — arginina

ASN — asparagina

ASP — kwas asparaginowy

o — helikalna struktura polipeptydu, lub kinetyczny efekt izotopowy
Boc — fert-butyloksykarbonyl

Bq — bekerel

Bz — benzyl

B — kartkowa struktura peptydu

C. freundii — Citrobacter freundii
cAMP — cykliczny 3°,5’-monofosforan adenozyny
CD — dichroizm kotowy

cm — centymetr

Ct— forward commitment

C,—reverse commitment

°C — stopien Celsjusza

D — kwas asparaginowy lub deuter
D%, — wspolezynnik dyfuzji w wodzie przy 20 stopniach Celsjusza
D-AAO — oksydaza D-aminokwasowa
DBU - 1,8-diazabicyklo[4.3.0]non-5-en
DCC — N,N-dicykloheksylokarbodiimid
d.e. — nadmiar diastereomeryczny
DEPC — piroweglan dietylu

DMF — N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy
DTT - p,L-ditiotreitol
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E — enzym lub kwas glutaminowy

EA — kompleks enzym-o-aminoakrylan

EC — skrot stosowany do formalnej nomenklatury enzymow
E. coli — Escherichia coli

e.e. — nadmiar enancjomeryczny

E. herbicola — Erwinia herbicola

EQ — kompleks enzym-chinoid

eq — rownowaga

ES — kompleks enzym-substrat

ESI — elektrorozpylanie

Et — etyl

F — fenyloalanina

f — stopien przereagowania

FAD — dwunukleotyd flawinowy

G — glicyna

g — gram

GC/MS — chromatograf gazowy sprzgzony ze spektrometrem mas
GLU — kwas glutaminowy

GLY — glicyna

GPT — transamina glutaminian : pirogronian

H — histydyna, lub herc

h — godzina

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa
I — izoleucyna

IRMS — isotope ratio mass spectrometry

K —lizyna, stata rownowagi lub stata Michaelisa
k — stata szybkosci reakcji

kcal — kilokaloria

keat — stata katalityczna

kDa — kilodalton

kG — kilogram na centymetr kwadratowy

K — stata inhibicji

KIE — kinetyczny efekt izotopowy

K,,— stata Michaelisa

LB — pozywka o niskim st¢zeniu buforu
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LDH — dehydrogenaza L-mleczanowa

M — mol na litr

m — mili, lub masa

Me — metyl

min — minuta

ml — mililitr

MOM — metokysmetyl

MS — spektrometria mas

p — mikro

N — asparagina

NAD" - utleniona forma dwunukleotydu nikotynamido-adninowego
NADH - zredukowana forma dwunukleotydu nikotynamido-adeninowego
NADPH - zredukowana forma fosforanu dwunukleotydu nikotynamido-adeninowego
NaHMDS — heksametylodisilazan sodu
N-koncowa — od aminowego konca peptydu

nm — nanometr

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy

P — produkt

p — wzbogacenie izotopowe

PAL — amoniakoliaza fenyloalaninowa

pH — ujemny logarytm z aktywnos$ci protondw

Ph — fenyl

pK.,— stata dysocjacji kwasowej

PLP — fosforan 5’-pirydoksalu

PMO - 4’-monooksygenaza fenyloalaninowa

Q — glutamina

Q-TOF — kwadrupol z analizatorem czasu przelotu
R — arginina, lub radioaktywnos$¢ wtasciwa

R¢— wspotczynnik retencji

rfx — wrzenie pod chtodnica zwrotna

RNA — kwas rybonukleinowy

rpm — obr6t na minutg

S — seryna, substrat, lub svedberg

s — sekunda

520w — wspotczynnik sedymentacji w wodzie przy 20 stopniach Celsjusza
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SOPC — S-(o-nitrofenylo)-L-cysteina

stez. — stezony

T — treonina lub tryt

t —czas

‘Bu — tert-butyl

TFA — kwas trifluorooctowy

THF — tetrahydrofuran

TLC — chromatografia cienkowarstwowa

TMS — tetrametylosilan

TPL — fenololiaza tyrozynowa

tpl — gen kodujacy sekwencje¢ fenololiazy tyrozynowe;j
Tris — tri-(hydroksymetylo)-metyloamina

Ts — tosyl

TYR — tyrozyna

TyrR — biatko aktywujace biosyntezg fenololiazy tyrozynowej
U — jednostka aktywnos$ci enzymatycznej lub rownomiernie znakowany
UV — $wiatto ultrafioletowe

V — walina lub szybko$§¢ maksymalna reakcji

v — objetos¢, lub szybkos¢ reakcji

VIS — $wiatlo widzialne

Vinax — szybko$¢ maksymalna

Y — tyrozyna

YADH — dehydrogenaza alkoholowa z drozdzy

z — tadunek
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1. WSTEP I CELE PRACY

,»10 CO znane, nie jest jeszcze przez to, ze jest znane, czym$ poznanym” — powiedziat
niegdy$ Friedrich Hegel, wielki filozof niemieckiego o$wiecenia. Che¢ lepszego poznania
Swiata jest motorem wielu dziatan ludzkosci od jej zarania. Ta ludzka zadza wiedzy
wynikajaca z chgci zmieniania $wiata jest podstawa rozwoju nauki. Jedna z gltownych
dziedzin zglebianych przez naukowcow jest tajemnica zycia. Natura ciagle zazdro$nie strzeze
swych sekretow, jednak naukowcy coraz glebiej poznaja jej tajemnice.

Maszyneria zycia, podstawy procesow biologicznych sa bardzo silnie badane,
szczegolnie od czasu narodzin biologii molekularnej w drugiej potowie ubieglego wieku.
Pomimo wielu informacji o dziataniu ukladéw zywych, osiagnigcia nauki ciagle
przypominaja ztozenie przypadkowych wyrazow wielkiego dziela literackiego. Do
zrozumienia sensu caltego utworu ciagle jest jednak bardzo daleko, co unaocznity popularne
w ostatnich latach projekty poswigcone badaniom genomu ludzkiego.

W zywym organizmie podstawowa role¢ odgrywa nie tylko sama informacja
genetyczna, ale takze jej odczytywanie, w ktorym znaczaca role odgrywaja enzymy
(biokatalizatory). Sam sposob dziatania bioczasteczek katalitycznych interesowat
biochemikow od bardzo dawna; fascynujaca byla regulacji aktywnosci w zaleznos$ci od
réznych zjawisk srodowiskowych, ale takze selektywno$¢ enzymow i chemiczny mechanizm
ich dziatania.

U podstaw wspomnianych zjawisk leza fundamentalne wlasnosci biokatalizatorow:

e chiralno$¢ i1 okre§lona struktura przestrzenna centrum katalitycznego enzymu, ktore
umozliwiaja staranne wyselekcjonowanie nie tylko substratu, ale takze
katalizowanego przeksztatcenia;

e pozbawianie substratu otoczki koordynacyjnej wody, co powoduje inny chemizm
reakcji od stosunkowo dobrze znanych chemikowi procesoOw w roztworze;

e przestrzenna blisko$¢ okreslonych grup reaktywnych centrum aktywnego substratu
umozliwia zaj$cie niekiedy bardzo nietypowych dla badacza reakc;ji.

Obecnie bardzo silnie rozwijaja si¢ badania molekularnych podstaw katalizy.
Nieocenione w tego typu eksperymentach sa metody spektroskopowe (np. spektroskopia UV-
VIS, elektronowy rezonans paramagnetyczny, magnetyczny rezonans jadrowy, spektroskopia
Mossbauera, etc.), krystalograficzne, a takze spektrometria mas. Takie techniki otwieraja
mozliwos$ci badania zmian strukturalnych w enzymie podczas cyklu katalitycznego.

Poznanie mechanizméw reakcji enzymatycznych umozliwia zastosowanie enzymow

w réznych dziedzinach dziatalnosci ludzkiej — od badan czysto naukowych, przez analize
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i syntez¢ zwiazkéw biologicznie aktywnych, terapi¢ i diagnostyke medyczna, utylizacje
odpadow, az po przemyst gorzelniczy... Obecnie silnie rozwija si¢ zastosowanie
biokatalizatorow w przemystowej syntezie organicznej, w ktorej niejednokrotnie niezbedne sa
fagodne warunki reakcji 1 wysoka selektywnos$¢ proceséw. Enzymy umozliwiaja wydajne
1 selektywne przeksztalcenia w srodowisku wodnym (ale takze niekiedy w rozpuszczalnikach
organicznych) i w temperaturze pokojowej, badz niewiele wyzsze;j.

Ciekawym obiektem badan mechanistycznych wydawata mi si¢ liaza tyrozyna-fenol
(inaczej: fenololiaza tyrozynowa, TPL, [B-tyrozynaza) katalizujaca odwracalna reakcje
hydrolitycznego rozktadu L-tyrozyny do fenolu, pirogronianu i amoniaku w obecnosci

fosforanu 5’-pirydoksalu jako kofaktora (Schemat 1).

COOH TPL 0
/@/Y + H,0 /@ + /[]\ + NH,
HO NH, PLP go COOH

Schemat 1. Reakcja katalizowana przez TPL

TPL katalizuje do$¢ rzadka w naturze reakcj¢ rozerwania wigzania pomigdzy atomem
wegla aromatycznym 1 alifatycznym. Ciekawy jest takze fakt, ze proton z pozycji 2 jest
cze$ciowo przenoszony na atom wegla 4 tworzacego sig fenolu.

W ramach swojej pracy doktorskiej postawitem sobie za cel zbadanie mechanizmu
dzialania TPL. Do badania mechanizmu dziatania fenololiazy tyrozynowej postanowilem
wykorzysta¢ metod¢ kinetycznego efektu izotopowego (KIE). Metoda KIE pozwala na
zbadanie szeregu ciekawych szczeg6ldw mechanistycznych reakcji. Jest ona jednak niezbyt
czgsto stosowanym narzedziem w badaniach reakcji chemicznych. Gtoéwnymi przeszkodami
ograniczajacymi powszechno$¢ stosowania metody KIE w badaniach reakcji chemicznych sa
konieczno$¢ uprzedniego otrzymania zwiazkow specyficznie znakowanych, praca z izotopami
radioaktywnymi, oraz wymog duzej precyzji pomiarow. W literaturze naukowej brakuje
systematycznych danych dotyczacych efektow izotopowych dla reakcji katalizowanej przez
fenololiazg tyrozynowa. Zmierzenie wartosci KIE wodoru i wegla podczas reakcji powinno
pozwoli¢ mi na wysnucie ciekawych wnioskéw dotyczacych mechanizmu rozktadu
L-tyrozyny katalizowanej przez TPL.

Do badan KIE wykorzystam metody stosowane w naszym zespole badawczym:

e konkurencyjna z podwéjnym znakowaniem do okreslenia efektow 'HAH dla
wszystkich nielabilnych atoméw wodoru w czasteczce L-tyrozyny; i “C/'*C dla
atoméw wegla bezposrednio zaangazowanych w mechanizm reakcji (tj. w pozycjach
2,311%);
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e niekonkurencyjna za pomoca pomiardéw kinetyki reakcji dla L-tyrozyny znakowane;j

1 nieznakowanej w celu okreslenia KIE 'HAH we wszystkich stabilnych pozycjach

wodoru.

Aby wykona¢ badania KIE nalezy dysponowa¢ odpowiednio znakowanymi
izotopomerami 1 izotopologami L-tyrozyny znakowanej specyficznie (a niekiedy
stereospecyficznie) '*C, H i *H. Planuje zsyntetyzowaé L-tyrozyny znakowane:

e weglem-14 w pozycjach 1,2,311’;
¢ deuterem we wszystkich pozycjach nielabilnych;
e trytem rowniez we wszystkich pozycjach nielabilnych.

Metody syntezy, ktore bedg stosowat w swojej pracy moga potencjalnie znalezé
zastosowanie w tomografii pozytonowej, w ktorej bardzo czgsto stosuje si¢ metody
enzymatyczne celem jak najszybszego otrzymania zwiazku biologicznie czynnego
znakowanego izotopem krotkozyciowym celem wykonania badan diagnostycznych.

W rozdziale 2 dokonam przegladu literaturowego dotyczacego:

e istotnych informacji dotyczacych badanego obiektu — fenololiazy tyrozynowej ze

szczegblnym uwzglednieniem mechanizmu jej dziatania (2.1.);

e syntez L-tyrozyny znakowanej izotopami wegla i wodoru (2.2.);
e podstaw badania mechanizméw reakcji enzymatycznych za pomoca kinetycznych

efektow izotopowych (2.3.).

W rozdziale 3 opisz¢ wyniki i interpretacj¢ wtasnych badan. Rozdzial bedzie sktadat
si¢ z opisu:

e wykonanych syntez znakowanej L-tyrozyny (3.1.);
e badan KIE i ich interpretacji (3.2.).

Dysertacje zakoncze podsumowaniem (4.).
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2. PRZEGLAD LITERATUROWY

2.1. Enzym fenololiaza tyrozynowa
2.1.1. Ogolne informacje o fenololiazie tyrozynowej

2.1.1.1. Wystepowanie, biosynteza i otrzymywanie TPL

Fenololiaza tyrozynowa (P-tyrozynaza, TPL; E.C. 4.1.99.2) jest enzymem
wystepujacym glownie u Gram-ujemnych Enterobacteriaceae, a zwlaszcza Escherichia,
Erwinia, Aerobacter 1 Proteus (Kumagai et al., 1970c; Enei et al., 1972; Nagasawa et al.,
1985), a takze u czgsci stawonogoéw, np. w Oxidus gracillus (Duffey & Blum, 1977), czy
w Leptoglossus phyllopus (Duffey et al., 1977; Antson et al., 1993). Enzym ten katalizuje
reakcj¢ rozktadu L-tyrozyny do pirogronianu, fenolu i amoniaku (Brot et al., 1965). TPL
nalezy do rodziny alfa wsrod biatek zaleznych od PLP (Alexander ef al., 1994). Kofaktorem
tego enzymu jest fosforan pirydoksalu (PLP).

Istnienie TPL stwierdzono m. in. w Erwinia herbicola, Citrobacter freundii (dawniej
Escherichia intermedia), Citrobacter intermedius, Escherichia coli, Proteus morganii
(Nagasawa et al., 1985), Clostridium tetranomorphum (Brot et al, 1965), czy
Symbiobacterium sp., (Hirahara et al., 1993; Lee et al., 1997). W E. herbicola jest on obecny
gléwnie we frakcji periplazmatycznej (McKenzie et al.; 1980), co moze by¢ spowodowane
oddzieleniem (w celu ftatwiejszej regulacji) od enzymow szlaku biosyntezy tyrozyny
znajdujacych si¢ we frakcji cytoplazmatycznej. W pozostalych wymienionych organizmach
obecnos$¢ TPL stwierdzono gldwnie we frakcji cytoplazmatycznej, a nie w periplazmatycznej,
gdzie jest duza aktywno$¢ alkalicznej fosfatazy. Enzym ten rozklada PLP i uniemozliwia
dziatanie TPL (Nagasawa ef al., 1985).

Biosynteza TPL zachodzi najwydajniej w pH 7.0-7.5 i w temperaturze 27-32°C;
glownie nastgpuje ona po 26-30h (faza stacjonarna wzrostu bakterii). Biosynteza ta jest
indukowana przez L- i D-tyrozyng, ale takze przez inne aminokwasy. Biosyntez¢ TPL
stymuluje takze PLP, oraz jony Fe’". Fenol, ktory hamuje rowniez wzrost bakterii, jest
inhibitorem ekspresji liazy (Enei et al., 1973). Podanie alternatywnych zrédet wegla (np.
glukozy) gra podobna rolg, co jest typowe dla biosyntezy enzymow szlakow katabolicznych
aminokwasow (Suzuki et al., 1995).

Gen pl jest aktywowany bezposrednio poprzez kooperatywne zwiazanie trzech
dimerow biatka TyrR 1 zgiecie DNA przed ramka odczytu tak, aby mozliwy byt kontakt TyrR
z polimeraza RNA. Agregacja TyrR zachodzi w obecnos$ci tyrozyny, co jest wazne

regulacyjnie (Suzuki ef al., 1995; Smith & Somerville, 1997; Katayama et al., 1999;
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Katayama et al., 2000). Oprdcz tego aktywacje wspomagaja czynnik integracyjny gospodarza
(IHF) i biatkowy receptor cAMP (CRP), ktore rowniez wyginaja DNA w tym obszarze (Bai
& Somerville, 1998). Nie stwierdzono synergizmu aktywacji #p/ pomigdzy TyrR i CRP
(Smith & Somerville),

B-tyrozynazg udalo si¢ dotychczas wyizolowac¢ w czystej postaci z C. freundii (enzym
krystalizuje w postaci heksagonalnych precikow; Kumagai et al., 1970c) i z E. herbicola
(krystalizuje w postaci dwunastosciandw; Kumagai et al., 1972; Pletnev et al., 1996).
Procedura oczyszczania sktada si¢ z sonikacji celem zniszczenia $cian komorkowych,
wytracania siarczanem (VI) amonu, wytracania kwaséw nukleinowych siarczanem (VI)
protaminy, chromatografii na DEAE-Sephadex, DEAE-Sephacel, DEAE-celulozie, Octyl-
Sepharose, hydroksyapatytach, Sephadex G-150, Sephacryl S-300, Cibacron Blue F3GA-
agarozie, immobilizowanym PLP i wytracania krysztatkéw TPL siarczanem amonu.

Enzym uzyskiwano rowniez metodami biologii molekularnej (Ikeda et al, 1975;
Meadows et al., 1976; Meadows & Cantwell, 1980; Iwamori ef al., 1992; Antson et al., 1993;
Hirahara et al., 1993; Foor et al., 1993; Lee et al., 1997).

2.1.1.2. Wlasnosci fizyczne biatka TPL

Enzym jest bardziej stabilny w mniej oczyszczonej formie; jego aktywnos$¢ nie
zmienia si¢ znaczaco przez miesiac przechowywania w warunkach chtodniczych. Dla
przechowywania optymalne jest pH 6.0-7.0.

Reakcje z udzialem fenololiazy tyrozynowej mozna prowadzi¢ w temperaturach do
40°C; powyzej 50°C aktywnos$¢ enzymu gwaltownie spada.

Otrzymane biatka TPL z C. freundii i E. herbicola chrakteryzowaly si¢ masami
molowymi 170 i 259 kDa, wspdtczynnikami sedymentacji s%0, 7.77 1 8.24S,
wspolczynnikami dyfuzji Doy 4.42*%107 i 3.08*107cm’/s (Kumagai et al., 1970b) oraz
wspotczynnikiem absorpcji 0.837 ml/(mol*cm) przy 278nm (Nagasawa et al., 1981).

Fenololiazg tyrozynowa mozna immobilizowaé¢ na Sepharose aktywowanej CNBr
(Fukui et al., 1975), zamyka¢ w mikrokapsutkach (taki enzym uzywano do syntezy
L-tyrozyny; Lloyd-George et al., 1993), w agarozie, zelatynie, w karageninie (Voivodov et
al., 1987), czy tez w liposomach (Pierson & Meadows, 1981).

Znana jest struktura przestrzenna biatka, wykazuje ona symetri¢ P2,2,2,. Wymiary to
okolo 135 x 60 x 144A. TPL nalezy do bialek typu o/p, sklada si¢ z 4 identycznych
podjednostek; kazda zawiera 14 o-helis (lezacych glownie w zewngtrznych czeséciach
struktury liazy) i 16 nici nalezacych do struktur P—kartek. Podjednostka zawiera ramig

N-koncowe (19 reszt aminokwasowych), mata (reszty aminokwasowe 20-48 1 333-456;
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4-niciowa antyrownoleglta P—kartka) 1 duza domeng (reszty 57-310; P—kartka typu
mieszanego ztozona z 7 nici) 1 region taczacy wspomniane domeny (najdluzsza,

20-aminokwasowa helisa w biatku; Rysunki 1 i 2).

Rysunek 1. Domeny TPL (L — duza domena, S — mala domena,
o, o’ — podjednostki, N — koniec N-terminalny lancucha, C — centrum aktywne,
P, Q, R — dwukrotne osie symetrii; Antson ef al., 1993).

Umozliwiaja one uformowanie tetrameru (dimeru dimeréw). 34% reszt aminokwaso-
wych znajduje si¢ w a—helisach, 17% w B—kartkach 1 16% w B—skretach (czasem zawieraja-
cych helisy typu 3;0; Antson et al., 1992; Antson et al., 1993; Sundararaju et al., 1997).

Jeden mol TPL wiaze 2 mole PLP (Demidkina et al., 1987; Sundararaju et al., 2000)
1 zawiera 10 moli grup tiolowych (Sawada ef al., 1975). 1 czasteczka TPL zawiera 2 centra
aktywne (Demidkina et al., 1987).

Enzym jest aktywowany jonami jednododatnimi, ktore zwigkszaja ilo$¢
uprotonowanej aktywnej formy TPL, co objawia si¢ wzrostem absorpcji przy 420nm
w widmie CD. Do aktywno$ci katalitycznej sa konieczne jony amonowe (najbardziej
efektywna aktywacja, prawdopodobnie dzigki tworzeniu dodatkowych wiazan wodorowych),
potasowe, rubidowe, ewentualnie cezowe (nieco stabsza aktywacja). Jony sodowe sa
inhibitorem reakcji eliminacji, a jony litowe hamuja uboczna reakcje¢ transaminacji
prowadzaca do kwasu 3-(p-hydroksyfenylo)-pirogronowego, ale nie maja wplywu na reakcj¢
eliminacji (Demidkina & Myagkikh, 1989).
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Rysunek 2. Struktura TPL przedstawiajaca poszczegolne reszty aminokwasowe
jako sfery o promieniu 3A wokél atoméw wegla o (duze domeny poszczegolnych
podjednostek maja kolory czerwony, niebieski, zielony i zZ6lty, odpowiadajace im male
domeny sg przedstawione w odcieniach tych kolorow; Antson et al., 1993).

Jony aktywujace sa kompleksowane (liczba koordynacyjna 7) przez atomy tlenu
wigzan peptydowych reszt glicyny 52 i asparaginy 262 jednej podjednostki, oraz atomy tlenu
grupy e-karboksylowej kwasu glutaminowego 69 drugiej podjednostki i 3 czasteczek wody
(w B-tyrozynazie wyizolowanej z C. freundii; Rysunek 3).

Jedna z tych czasteczek wody tworzy wigzanie wodorowe z reszta lizyny 256. Ta
struktura znajduje si¢ blisko centrum aktywnego. Wiazanie kationdw jest procesem wolnym,
totez pelna aktywno$¢ wykazuje liaza po uprzedniej preinkubacji w obecnosci wspomnianych
kationow.

Mutant E69Q jest réwniez aktywowany tymi kationami i wykazuje podobne wiasnosci
katalityczne do enzymu typu dzikiego; co oznacza, ze tadunek ujemny kwasu glutaminowego
69 nie jest konieczny do aktywacji TPL. Taka mutacja nie zmienia parametrow
strukturalnych. Fluorescencja zmienionego bialka (nas§wietlanie $wiattem o dlugosci fali
420nm, emisja 505nm) zmienia si¢ po dodaniu kationéw jednowartosciowych. Dla odmiany
mutant E69D wykazuje bardzo mata aktywno$¢ katalityczna, co $wiadczy o bardzo waznej
roli przestrzennej tego miejsca w przyjgciu natywnej struktury przez biatko. Potwierdzeniem

jest brak zmiany we fluorescencji po dodaniu jonéw jednowarto§ciowych.
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Rysunek 3. Struktura centrum aktywnego TPL zwigzanego
z jonem cezowym (Sundararaju et al., 2000).

Kationy dzialaja hamujaco w stezeniach powyzej 100mM, prawdopodobnie wskutek
utrudnienia oddysocjowania pirogronianu. Szczegdlnie jest to uzasadnione w przypadku
jondéw amonowych, ktore sa produktem reakcji katalizowanej przez fenololiaz¢ tyrozynowa
(Sundararaju et al., 2000).

Jony magnezowe aktywuja TPL wyizolowany z Clostridium tetranomorphum, ale sa
inhibitorem enzymu z C. freundii, podobnie jak jony miedzi (II) 1 wapnia (Brot
& Weissbach, 1970).

2.1.1.3. Wlasnosci TPL jako biokatalizatora

Reakcja rozktadu L-tyrozyny przez liaz¢ tyrozyna-fenol zachodzi najwydajniej
w 0.05M buforze fosforanowym o pH 8.2, ale mozna stosowaé zakres pH od 7.8 do 8.8
(Kumagai et al., 1970b). Reakcja ta zachodzi tez w buforach 0.1IM Mes (kwas
2-(N-morfolino)-etanosulfonowy; pH 5.5-6.5), Hepes (kwas N-(2-hydroksyetylo)-piperazyno-
N'-etanosulfonowy; pH 7.8-8.0), Taps (kwas 3-[[tris-(hydroksymetylo)-metylo]-amino]-
propanosulfonowy; pH 8.0-9.0), trietanoloaminowym (pH 8.0) lub w Ches (kwas
2-(N-cykloheksylamino)-etanosulfonowy; pH 9.0-10.0; Kiick & Phillips, 1988). Optymalna
temperatura dla reakcji to 30°C (Yamada ef al., 1968).

Parametry tej reakcji to: a) stala Michaelisa od 1.3*10™ do 7.6*10*M (Muro et al.,
1978; Faleev et al., 1981) wzgledem L-tyrozyny; i od 1.3*10° do 9.0¥10° M (Faleev et al.,
1981) wzgledem PLP; b) stata katalityczna od 0.5 do 3.5 (Muro er al., 1978); ¢) stata
dysocjacji kompleksu enzym-substrat 5.4¥*10*M (Muro et al., 1978); d) prawdopopodo-
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bienstwo rozpadnigcia si¢ kompleksu enzym-substrat na enzym i substrat jest 4.7 razy
wigksze niz prawdopodobienstwo zajs$cia reakcji (Kiick & Phillips, 1988).

Liaza tyrozyna-fenol katalizuje bardzo wiele reakcji. TPL katalizuje rozktad analogéw
L-tyrozyny: o- i1 m-hydroksy-, o- 1 m-fluoro-, o- i m-chloro-, o- i m-bromo-, o-jodo-,
o- 1 m-metylo, jak 1 3-hydroksy-4-okso-1(H)-pirydynoalaning (Nagasawa et al., 1981).
Przeksztalca ona L-cysteing, S-metylo-, S-etylo-, S-(o-nitrofenylo)-L-cysteing, D- 1 L-seryng,
O-benzoilo-L-seryng, O-acetylo-L-seryn¢ (O-acylo-L-seryny ulegaja nieodwracalnemu
rozktadowi; Phillips, 1987), 3-chloro- L-alaning w kwas pirogronowy (Kumagai et al., 1970c);
oraz kwasu 1-amino-2-(4-hydroksyfenylo)-etylofosfinowego do kwasu 1-oksoetylofosfino-
wego, ale analog fosfonowy nie ulega tej reakcji (Faleev ef al., 2000). B-tyrozynaza katalizuje
takze reakcje wymiany pierScienia fenolowego w uktadach L-tyrozyna/rezorcynol lub
pirokatechol, w wyniku ktorej powstaja odpowiednie izomery L-dopy (Sawada et al., 1975).

TPL pozwala na otrzymanie L-tyrozyny z fenolu, pirogronianu i amoniaku w wyniku
dzialania reakcji odwrotnej. Analogicznie mozna otrzymaé¢ pochodne L-tyrozyny
z pirokatecholu, rezorcynolu (Yamada et al., 1972; Foor et al., 1993; Park et al., 1998),
o- 1 m-krezolu, o- i m-chloro (Sawada et al, 1975), o- i m-fluoro-, o- i m-bromo-,
o- 1 m-metylo-, o- i m-metyloksy-, o-etylo, o-etyloksyfenolu, kwasu salicylowego (Nagasawa
et al., 1981), 2- i 3-azafenolu (Watkins & Phillips, 2001a).

Analogi L-tyrozyny mozna rowniez otrzyma¢ z fenolu, pirokatecholu, pirogalolu
i hydroksychinonu zastgpujac kwas pirogronowy D- lub L-seryna, alaning, S-metylo-
L-cysteing, L-cysteina, lub 3-chloro-L-alanina (Sawada et al., 1975; Rapp et al., 1975).
W podobny sposéb otrzymano (2S,3R)-3-metylotyrozyne (Kim & Cole, 1999).

Za pomoca TPL mozna przeprowadzi¢ reakcje odwrotna do rozkladu L-cysteiny
i S-metylo-L-cysteiny, ale nie udato si¢ przeprowadzi¢ analogicznej reakcji dla seryny (Palcic
et al., 1987). Powyzsza metoda mozna uzyska¢ kwas I-amino-2-(4-hydroksyfenylo)-
etylofosfinowy (Faleev et al., 2000).

B-tyrozynaza katalizuje takze reakcje¢ racemizacji D- 1 L-alaniny (Kumagai et al.,
1970a; Chen et al., 1993), oraz takze deaminacj¢ L-tyrozyny, L-seryny, L-fenyloalaniny
1 L-m-tyrozyny do odpowiednich ketokwasow (Demidkina et al., 1987, Mouratou
et al., 1999).

TPL wymienia protony w pozycji o w aminokwasach o nienatadowanych grupach
bocznych z rozpuszczalnikiem (Faleev et al., 1988).

PLP probowano zastapi¢ jego analogami 2’-hydroksymetylo- i N-tlenkiem. Zwiazki te

jednak reagowaly gorzej — takie reakcje charakteryzuja si¢ nizszymi szybko$ciami
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maksymalnymi, mniejszymi stalymi Michaelisa substratu i wyzszymi statymi Michaelisa
wzgledem analogéow PLP (Kumagai ef al., 1973).

Inhibitorami kompetycyjnymi fenololiazy tyrozynowej sa oczywiscie substraty
omowionych reakcji. Fenol 1 jego pochodne w stezeniu powyzej 100mM powoduja
denaturacje bialek 1 sa inhibitorami niekompetycyjnymi enzymu (Nagasawa et al., 1981;
Phillips, 1987). To zjawisko powoduje tez zatrzymanie wzrostu bakterii przy podaniu duzych
ilosci L-tyrozyny wskutek tworzenia si¢ duzych ilosci fenolu (Enei et al., 1973).

Inhibitorami TPL sa tez: hydrochinon, p-floro-, -chloro-, -bromo-, -jodo-, -metylo-,
-amino-, —nitro-, o-jodo-, -fert-butylo-, -sec-butylo-, -etyloksy-, -amino-, -nitro-, m-amino-,
-nitrofenol, 2,3-dihydroksy-, 2,3,4-trihydroksypirydyna, chlorobenzen, kwas benzoesowy
(inhibitor kompetycyjny), kwas 3-(p-hydroksyfenylo)-propionowy (Sundararaju et al., 1997),
anizol, salicylamid (Nagasawa et al., 1981), kwas asparaginowy 1 glutaminowy (Mouratou ef
al., 1999) oraz estry i amidy aminokwasoéw aromatycznych. Aminokwasy natadowane

dodatnio w tancuchu bocznym nie sg inhibitorami TPL (Faleev et al., 1988).

2.1.1.4. Zastosowanie TPL

B-tyrozynazg stosuje si¢ gltownie do syntezy L-dopy, ktora jest waznym
neurotransmiterem. W tym celu mozna uzywaé rowniez zywych komorek bakterii
(Kupletskaia, 1979). Foor et al., 1993, zastosowali konstrukt E. coli zaopatrzony w geny tutA
(kodujacy TPL) i tutB (kodujacy permeazg tyrozynowa) z E. herbicola. Stosowano takze
enzym immobilizowany w karageninie (Voivodov et al., 1987).

Liazg uzywa si¢ rowniez do otrzymywania znakowanej L-tyrozyny. Tak otrzymano np.
[4°-C]-L-tyrozyne z [1-°C]-fenolu, [3°,5°-C,]-L-tyrozyne z [2,6-"*C,]-fenolu,
[4’-180]-L-tyrozynq z ["*0]-fenolu, ["N]-L-tyrozyne z “NH3, [2’,3’,5",6’-"H4]-L-tyrozyng
z [U-*Hg]-fenolu (Walker ez al., 1986), [2-*H]-L-tyrozyne oraz jej 3-fluoropochodna z D,O
(Kiick & Phillips, 1988), [2,3,3-*Hs]-3’-fluoro-L-tyrozyne z D,O (Faleev et al., 1996b).

Sczegodlnie ciekawe zastosowanie dla fenololiazy tyrozynowej znaleziono w syntezie
L-tyrozyny i L-dopy znakowanych izotopami kréotkozyciowymi stosowanymi w tomografii
pozytonowej. Wykorzystujac TPL otrzymano: [2’-'"*F]-L-dope z 4-['*F]-katecholu (Kaneko et
al., 1999), L-["N]-tyrozyne z "“NH; (Watanabe er al., 1991), L-[1-''C]-tyrozyne
z D,L-[1-''C]-alaniny (Bjurling et al., 1990a), oraz jej izotopolog znakowany w pozycji f
(Bjurling et al., 1990b).

TPL uzywano do badan nad nowotworami, stwierdzono pewien cytostatyczny efekt na

komorkach nowotworowych (Meadows et al., 1976; Elmer et al., 1979).
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Innym zastosowaniem enzymu bylo oznaczanie PLP w materiale biologicznym
(Meadows et al., 1977),

Fenololiazg tyrozynowa uzywano pod katem utylizacji odpadéw fenolowych (Lloyd-
George et al., 1993).

2.1.2. Mechanizm dzialania fenololiazy tyrozynowej

Mechanizm dziatania liazy tyrozyna-fenol byl przedmiotem wielu badan.
Wykorzystywano do nich gtownie spektroskopig i badania izotopowe. Badania prowadzono
gléwnie na enzymie z C. freundii. Jesli podane sa wyniki uzyskane w badaniach na TPL

uzyskanym z innego organizmu, jest to zaznaczone.

2.1.2.1. Zwigzanie kofaktora przez enzym

Pierwszym etapem procesu jest zwiazanie kofaktora przez enzym (Schemat 2).

‘s H,NCO—Q,, H,NCO—Q,,
“0—P=0 Y, |7 i

o OH OH, ~0--HNG,,
HNGy "0—P—=0--HNR
+ centrum -

100

Xr' Yo aktywne HNR, “HO
N TPL HO\S S,
/ OH 254 Z /
K,57—NH, K™ N |
X N

Schemat 2. Wiazanie PLP przez TPL

PLP wiaze si¢ grupa aldehydowa do grupy e-aminowej reszty lizyny 257 znajdujacej
si¢ w centrum aktywnym enzymu; powstaje wowczas zasada Schiffa (Kumagai ef al., 1975;
Antson et al., 1993). Objawia si¢ to pasmami absorpcji z maksimami przy 420-430
i 335-340nm (Muro et al., 1978; Chen & Phillips, 1993). Reszta lizyny 257 znajduje si¢
w niedozwolonym miejscu mapy Ramachandrana (Antson et al., 1993).

Potwierdzeniem jest reakcja holoenzymu liazy z NaBH4, w wyniku ktorej redukcji
ulega wigzane azometinowe, co powoduje zanik pasma absorpcji przy 430nm (Kumagai et
al., 1975). Po calkowitej hydrolizie zredukowanego holoenzymu uzyskano N-pirydoksylowa
pochodna lizyny. Otrzymano takze analogiczna pochodna peptydu zawierajacego omawiana
reszt¢ lizyny celem identyfikacji jej potozenia w tancuchu peptydowym (Antson et al., 1993).
Stwierdzono tez, ze redukcja zachodzi po stronie re wzgledem atomu wegla w pozycji 4’
PLP. Taka redukcja inaktywuje TPL (Palcic et al., 1987).

Centrum aktywne znajduje si¢ pomi¢dzy duza i mata domena podjednostki TPL oraz

duza domena drugiej podjednostki. Miejsce wiazace kofaktor jest hydrofobowe i otoczone
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N-koncowymi tancuchami dwoéch podjednostek (tancuchy takie utatwiaja powiazanie matych
domen ze soba) oraz dwoma ni¢mi struktury B duzej domeny. Struktura i lokalizacja tego
miejsca sa podobne do centréw aminotransferaz. W konformacji zamknigtej obydwie domeny
znajduja sig blizej siebie, niz w konformacji otwarte;.

Badania krystalograficzne kompleksu TPL z kwasem 3-(4’-hydroksyfenylo)-
propionowym wykazaly, ze hydrofobowe centrum aktywne jest tworzone przez reszty
tyrozyny 71, waliny 283 1 metioniny 288 jednej podjednostki oraz fenyloalanin 36, 123, 448
1 metioniny 379 drugiej podjednostki (Phillips et al., 1997; Rysunek 4).

Rysunek 4. Schemat stereo centrum aktywnego TPL zwigzanego z kwasem
p-hydroksyfenylopropionowym (pogrubione linie; wigzania wodorowe przedstawiono

linig przerywana; W1 i W2 — czasteczki wody; Sundararaju et al., 1997).

Mutacja F448H uniemozliwia przybranie konformacji zamknigtej wskutek wzglednie
duzej polarnosci reszty histydyny; w konformacji zamknigtej musiataby ona znalez¢ sig
w hydrofobowym $rodowisku (Demidkina et al., 2002).

Grupa fosforanowa PLP wytwarza wiazanie wodorowe z fenolowym atomem wodoru
reszty tyrozyny 71 (mutant TPL Y71F wiaze kofaktor znacznie stabiej od natywnego
enzymu). By¢ moze zmiany konformacyjne wywotywane kationami jednowartosciowymi sa
przenoszone z reszty kwasu glutaminowego 69 do centrum aktywnego wtasnie poprzez
wspomniang reszte tyrozyny (Sundararaju et al., 2000). Wiazania wodorowe moga tworzy¢
atomy tlenu reszty fosforanowej PLP z amidowymi atomami wodoru wiagzan peptydowych
z reszt glicyny 99, argininy 100 oraz z grupy e-amidowej glutaminy 98 1 z grupy
hydroksylowej seryny 254. Taka strukture tworzy biatko zwiazane z anionem siarczanowym
(VD) (Antson et al., 1993).
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2.1.2.2. Rozpoznanie substratu przez enzym

Drugim etapem procesu jest rozpoznanie substratu przez enzym. Zwiazanie substratu
jest mozliwe po uprzedniej aktywacji enzymu kationami jednowarto$ciowymi. (Sundararaju
et al., 2000). Badania metoda zatrzymanego przeplywu wykazaly, ze proces asocjacji enzymu
1 substratu jest dwuczasteczkowy i relatywnie szybki (Muro et al., 1978).

Proces rozpoznania jest utatwiany przez grupy guanidynowe reszt arginin 283 i 381
w sekwencji TPL z C. freundii, ktére umozliwiaja wprowadzenie czasteczki tyrozyny do
hydrofobowego centrum aktywnego. Mutanty TPL R3811, R381A i R381V znacznie stabiej
rozpoznaja L-tyrozyng jako substrat, cho¢ wiaza PLP, odrywaja proton o i katalizuja reakcje
eliminacji z substratow posiadajacych dobre grupy opuszczajace (np. S-(o-nitrofenylo)-
L-cysteina, 3-chloroalanina, O-benzylo- i1 O-benzoilo-L-seryna; Phillips et al, 1997;
Sundararaju et al., 1997; Mouratou et al., 1999).

Istotne jest uprotonowanie centrum aktywnego; stwierdzono istnienie dwoch grup
kwasowo-zasadowych w centrum o pK, od 7.6 do 8.1 w zaleznosci od zrodta enzymu (reszta
argininy 381 ma pK, okoto 8 w centrum aktywnym). Stala katalityczna maleje wraz
z obnizeniem pH, co moze oznaczaé, ze protonowanie kompleksu enzym-substrat hamuje
kataliz¢ (Faleev et al., 2003). Zaré6wno enzym uprotonowany, jak i nieuprotonowany wiaza
substrat; ale tylko forma nieuprotonowana przeprowadza reakcj¢. Stopien uprotonowania
biatka TPL niezbedny do katalizowania reakcji moze by¢ rdézny w réznych organizmach
(Kiick & Phillips, 1988).

Bardzo wazna podczas rozpoznania substratu jest grupa hydroksylowa fenolu (Faleev
et al., 1987). Guanidynowy atom azotu reszty argininy 381 i hydroksyl treoniny 124 tworza
wiazania wodorowe z fenolowym atomem wodoru w czasteczce tyrozyny. pK, tego hydro-
ksylu wynosi 10.5, wigc w warunkach reakcji tyrozyna wchodzi w reakcj¢ jako jon obojna-
czy. Okazato si¢ jednak, ze kwasowo-zasadowa forma hydroksylu fenolowego nie ma wig-
kszego znaczenia dla reakcji katalizowanej przez fenololiazg tyrozynowa, albowiem badania
na analogach L-tyrozyny podstawionych fluorem w pier§cieniu aromatycznym (hydroksyle
fenolowe maja wtedy znacznie nizsze pK,) pokazaty, ze ulegaja one reakcji w porownywalny
sposob z naturalnym substratem (Faleev et al., 2003). Z kolei 3’-azatyrozyna (posiadajaca
tadunek ujemny na tlenie w grupie aromatycznej) wiazata si¢ znacznie silniej z TPL od
2’-azatyrozyny (posiada niezjonizowany hydroksyl), ale zaden z tych zwiazkéw nie ulegat
B-eliminacji, cho¢ nastgpowato oderwanie protonu o (Watkins & Phillips, 2001b).

Stosunek szybkosci katalitycznej do statej Michaelisa dla L-tyrozyny jest o 3 rzedy
wielkosci (enzym z E. herbicola) wyzszy niz w przypadku L-seryny, L-cysteiny i L-alaniny, co

Swiadczy o znaczeniu uktadu aromatycznego podczas procesu rozpoznawania substratu
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(Demidkina et al., 1987). Stata Michaelisa ro$nie wraz ze wzrostem promieni van der Waalsa
podstawnikéw w pozycji orto i meta analogow L-tyrozyny, podczas gdy szybkos¢ reakcji
maleje. Generalnie m-podstawione analogi L-tyrozyny sa lepszymi substratami od
o-izomeréw (wyjatkiem jest fluoropochodna), ale tez sa one silniejszymi inhibitorami
kompetycyjnymi. Natomiast bardzo duze podstawniki uniemozliwiaja zaj$cie reakcji ze
wzgledow przestrzennych (Nagasawa et al., 1981). Liaza zwigzana z L-tyrozyna podstawiona
w reszcie aromatycznej matymi podstawnikami moze przybiera¢ konformacj¢ zamknigta;
wtedy Vimax nie zalezy od pH. W przypadku wigkszych podstawnikow enzym nie moze
przybra¢ zamknigtej konformacji, a jego Vmax zalezy od pH (Faleev et al., 1996b).

W szeregu nierozgatgzionych aminokwaséw alifatycznych stata inhibicji ro$nie wraz
ze wzrostem hydrofobowosci tancucha bocznego. Roéwniez zwigkszenie objgtosci grup
alifatycznych powoduje ostabienie inhibicji. Arginina i lizyna nie sa inhibitorami enzymu;
kwas glutaminowy 1 asparaginowy sa silniejszymi inhibitorami od aminokwasow
alifatycznych (Faleev et al., 1988). Obecno$¢ grupy nukleofilowej w tancuchu bocznym
zwigksza powinowactwo aminokwasu do enzymu.

Grupa karboksylowa jest bardzo istotna w procesie rozpoznawania substratu, gdyz
tyramina nie jest inhibitorem enzymu (Faleev et al., 1988). Karboksyl jest wiazany
elektrostatycznie przez reszt¢ argininy 404 silnie konserwowany w biatkach PLP-zaleznych
(Sundararaju et al., 1997; Faleev et al., 2000).

Préba upodobnienia centrum aktywnego TPL do centrum analogicznego enzymu
tryptofanazy (indololiazy tryptofanowej) poprzez mutacje R3811/F448H nie data biatka
o aktywnos$ci tryptofanazy. Oznacza to, ze w rozpoznaniu substratu biora udzial takze
aminokwasy spoza centrum aktywnego (Phillips et al., 2003).

Krysztaly TPL wiaza substrat slabiej, niz enzym rozpuszczony, stata dysocjacji
tyrozyny jest okoto 10 razy wigksza w stanie krystalicznym, co pokazaty badania za pomoca
polaryzacyjnej mikrospektrofotometrii adsorpcyjnej (Phillips et al., 2002).

Podczas racemizacji L-alaniny katalizowanej przez TPL pasmo absorpcji przy 500nm
(pochodzace od chinoidowego zwiazku przej$ciowego powstatego po oderwaniu protonu o)
zwigksza si¢ w obecno$ci jonow potasowych, natomiast w przypadku izomeru D absorpcja
zwigksza si¢ przy niewielkich st¢zeniach potasu, ale maleje przy wigkszych stezeniach. Fenol
(niekompetycyjny inhibitor reakcji racemizacji) silniej wiaze si¢ do aldiminy tworzonej przez
L-alaning, niz do analogicznego zwiazku tworzonego przez izomer D. Wigzanie nie nast¢puje
w miejscu katalitycznym enzymu, jak to ma miejsce podczas reakcji rozktadu tyrozyny.

Zaobserwowane rdéznice pomigdzy racemizacja enancjomerdw alaniny pozwalaja
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przypuszczaé, ze fenololiaza tyrozynowa posiada rézne miejsca rozpoznajace obydwa
izomery i/lub r6zne konformacje enzymu sa konieczne do tych procesow.
4-hydroksypirydyna powoduje zmniejszenie absorpcji przy 500nm w poczatkowym
szybkim procesie wiazania, ktore jest wolniejsze niz mozna si¢ spodziewaé dla procesu
kontrolowanego dyfuzyjnie. Prawdopodobnie jest to efekt preferencyjnego wiazania
nieuprzywilejowanej termodynamicznie formy ketonowej tego zwiazku. 4-hydroksypirydyna
w formie ketonowe] tworzy wigzania wodorowe pomig¢dzy atomem tlenu a amidowym
atomem wodoru reszty waliny 337, oraz pomigdzy atomem wodoru protonujacym atom azotu

1 atomem tlenu grupy karbonylowej reszty alaniny 187 (Chen & Phillips, 1993).

2.1.2.3. Kowalencyjne zwiagzanie substratu przez enzym — tworzenie zasady Schiffa PLP-
tyrozyna
Kolejnym etapem procesu katalitycznego jest zwiazanie kowalencyjne L-tyrozyny
z PLP poprzez transaldiminowanie — zastapienie grupy &-aminowej reszty lizyny 257 z TPL
przez grupge c—aminowg substratu w zasadzie Schiffa (Schemat 3).
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Schemat 3. Tworzenie zasady Schiffa PLP-tyrozyna
Reakcja ta biegnie poprzez wytworzenie posredniej gem-diaminowej pochodnej z PLP

oraz reszty lizyny i L-tyrozyny. Taka pochodna absorbuje silnie przy dlugosci fali 340nm,

szczegblnie w przypadku difluorowych (zwlaszcza 2°,6’-; wyjatkiem jest 3°,5’-izomer)
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pochodnych L-tyrozyny, ktére moga oddzialywac¢ z reszta fenyloalaniny 123 z centrum
aktywnego. Jest to efekt steryczny (Phillips et al., 1997).

Nastepnie gem-diamina przeksztalca si¢ w addukt PLP-L-tyrozyna. W badaniach
metoda zatrzymanego przeplywu ten etap jest identyfikowany jako wolny,
jednoczasteczkowy proces. Powstajaca aldimina daje negatywne pasmo absorpcji przy
420-425nm, oraz w widmie CD przy 323-342nm (przy czym L izomer alaniny stosowanej
jako substrat wykazuje wyzsze wartos$ci absorpcji, niz jego enancjomer; Chen & Phillips,
1993), ktore nalezy przypisa¢ tautomerom — ketoenaminie i enoliminie (Bazhulina et al.,
2000). Kationy jednowarto$ciowe powoduja takze przesunig¢cie rownowagi tautomerycznej
na korzys$¢ aktywnej katalitycznie ketoenaminy (Demidkina & Myagkikh, 1989).

Uprotonowanie atomu azotu L-tyrozyny warunkuje aktywnos¢ katalityczna tego addu-
ktu (Sundararaju et al., 2000). Uprotonowany jest tez pirydynowy atom azotu (pK, 6.2-6.4,
ale bliskos¢ grupy karboksylowej z reszty kwasu asparaginowego 214 znacznie zwigksza te
warto$¢) czasteczki PLP, a grupy hydroksylowa w pozycji 3’ PLP jest zdeprotonowana. Atom
tlenu z tej pozycji PLP tworzy wiazanie wodorowe z reszta asparaginy 185. Mutant N185A
tworzy bardzo malo zasady Schiffa PLP-tyrozyna, reakcja zatrzymywata si¢ na powstajacej
w duzej ilosci pochodnej gem-diaminowej (Barbolina et al., 2000).

Aktywny katalitycznie uktad fadunkéw jest zachowywany w zakresie pH od 6.5 do 8.7
w obecnosci jonow potasowych. Jony sodowe powoduja zmiang tego uktadu — poprzez inne
zwiazanie reszty kwasu glutaminowego 69 i nastgpcze przesunigcie pobliskiej reszty tyrozyny
71 waznej dla zwiazania adduktu PLP-substrat; oraz przez inna geometri¢ kompleksowania
czasteczki wody tworzacej wiazanie wodorowe z reszta lizyny 256, co powoduje przesunigcie
lizyny 257 wiazacej powyzszy addukt. Obydwa zjawiska powoduja oddalenie grupy
karboksylowej reszty kwasu asparaginowego 214 od pirydynowego atomu azotu w PLP
1 zmniejszenie wartosci pK, na tym atomie (Bazhulina et al., 2000).

Atom wodoru w pozycji « substratu uktada si¢ w polozeniu syn wzgledem grupy
fenolowej, 1 anti wzgledem grupy karboksylowej. Ptaszczyzna powstatej zasady Schiffa jest
utozona prostopadle do wigzania wegiel-wodor w pozycji «, co umozliwia rozpad tego
wiazania. Ladunek ujemny grupy karboksylowej jest konieczny do przybrania takiej
konformacji wskutek oddziatywan elektrostatycznych, gdyz amidy aminokwasow
aromatycznych wprawdzie sa inhibitorami enzymu, ale atom wodoru nie ulega odszczepieniu
(Faleev et al., 1988).

Zwiazanie aminokwasu przez holoenzym chroni TPL przed catkowita inaktywacja

poprzez redukcje NaBH4. Zredukowana zasada Schiffa PLP-aminokwas moze ulec wymianie
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poprzez dyfuzje, podczas gdy w analogicznym przypadku dla holoenzymu nie jest to mozliwe

— wiazanie PLP-bialko jest kowalencyjne (Kumagai et al., 1975).

2.1.2.4. Odszczepienie protonu « - tworzenie chinoidowego produktu posredniego

Kolejny etap reakcji — odszczepienie protonu (Schemat 4) z pozycji a L-tyrozyny jest
katalizowane przez zasade o pK, 7.6 (enzym wyizolowany z C. freundii) — 7.8 (enzym
z E. herbicola), co wywnioskowano z zalezno$ci stosunku maksymalnej statej szybkosci
katalitycznej do stalej Michaelisa od pH (Kiick & Phillips, 1988).

Powstaty chinoidowy zwiazek przej$ciowy (nietrwaly w roztworze) daje pasmo absor-
pcji w 495-507nm z maksimum przy 497nm (Muro ef al., 1978). Pasmo zanika w miar¢ coraz
dluzszej inkubacji tyrozyny z PLP i TPL wskutek zuzywania si¢ substratu i bardzo wolnej re-
akcji odwrotnej. Uzywajac D- i1 L-alaniny nie obserwuje si¢ takiego zjawiska, gdyz produ-
ktem reakcji jest drugi enancjomer aminokwasu, ktory ulega reakcji odwrotnej z podobna
szybkoscia (Kumagai ef al., 1970; Muro et al., 1978). Proces deprotonacji jest stabilizowany
rezonansowo, albowiem powstaty tadunek ujemny na atomie wegla w pozycji o jest rozklada-
ny na koplanarne wiazanie azometinowe i uktad aromatyczny PLP (Palcic et al., 1987).

Oderwanie protonu powoduje duza zmiang¢ w strukturze centrum aktywnego.
Plaszczyzna PLP ulega obrotowi o 25° wzgledem osi przechodzacej przez atomy wegla 2”1 5
w pierscieniu pirydynowym. Reszta asparaginy 185 tworzy wiazanie wodorowe z atomem
tlenu 3° PLP (powstale podczas wytwarzania zasady Schiffa; mutant N185A destabilizowat
powstajacy podczas deprotonacji chinoidowy zwiazek przejsciowy, ktory tworzyt si¢ wolniej

i ulegal szybszej B-eliminacji niz w enzymie niezmutowanym; Barbolina et al., 2000).
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Schemat 4. Tworzenie chinoidowego produktu posredniego

Uktad PLP-substrat posiada 2 grupy natadowane ujemnie (karboksylowa i atom tlenu

3’ PLP) oddzialujace elektrostatycznie z reszta argininy 404 i z atomem azotu substratu.
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Dzieki temu analog fosfinowy (kwas 1-amino-2-(4-hydroksyfenylo)-etylofosfinowy) moze
ulega¢ reakcji wskutek rozktadu tadunku podobnego do L-tyrozyny. Analog fosfonowy nie
moze ulegaé takiej reakcji, gdyz ladunek ujemny czasteczki wytworzony po oderwaniu
protonu jest zbyt duzy i powoduje destabilizacje czasteczki. Poza tym grupa fosfonowa ma
geometri¢ tetraedryczna; podczas, gdy grupa fosfinowa ma strukture planarng podobna do
geometrii grupy karboksylowej (Faleev et al., 2000).

Blisko wegla a znajduja sig¢ reszty lizyn 257 1 256 (znajdujacej si¢ rOwniez w poblizu
skmpleksowanego kationu jednowartosciowego, ktéry moze obnizy¢ pK, grupy aminowej),
hydroksyle tyrozyn 71 i 291, grupa amidowa glutaminy 98 i guanidynowa argininy 100, oraz
czasteczka wody, ktora moze by¢ zasada odszczepiajaca proton (Sundararaju et al., 1997).
Reszta histydyny 343 silnie konserwowana ewolucyjnie jest istotna dla deprotonacji. Znajduje
si¢ ona blisko reszty lizyny 257 wiazacej PLP w holoenzymie.

Mutant TPL H343A wykazuje gorsze wilasnosci katalityczne (nizsze sa stala
katalityczna, jak i jej stosunek do statej Michaelisa) od enzymu dzikiego typu. Jest to efektem
destabilizacji uktadu PLP-substrat powstalego po oderwaniu protonu. Wspomniany mutant
réwniez slabiej katalizuje wymiang izotopowa protonu pozycji & z woda deuterowana. Efekty
izotopowe 'H/’H w pozycji 2 na stala katalityczna i jej stosunek do stalej Michaelisa sa
niezalezne od pH w enzymie typu dzikiego, podczas gdy inaczej jest w biatku zmutowanym.
Wspomniane efekty sa wtedy wyzsze, albowiem mutacja zmienia wplyw poszczegdlnych
etapOw na sumaryczng szybkos¢ reakcji. Wolniej zachodzi oderwanie protonu, a szybsze jest
jego przytaczenie. Kompleks zmutowany enzym — substrat ma kontakt z rozpuszczalnikiem.
Stad wynika zalezno$¢ maksymalnej szybkosci katalitycznej od pH. Zmutowane biatko
wykazato takze duzo nizsza absorpcj¢ przy 500nm po dodaniu PLP i substratu, niz enzym
niezmutowany. Te dane pozwalaja przypuszczaé, ze reszta histydyny w pozycji 343 nie jest
niezbedna do zajscia reakcji, ale jej rola prawdopodobnie polega na utatwieniu zmian
konformacyjnych w enzymie po zwiazaniu substratu.

Prawdopodobnie ta reszta histydyny ulega inaktywacji podczas reakcji z DEPC (Chen
et al., 1995a). Do 1 czasteczki enzymu moze si¢ dowiaza¢ nawet 8 reszt etyloksykarbonylo-
wych, ale taki enzym jest nieaktywny. Natomiast po zwiazaniu 2 reszt fenololiaza tyrozynowa
zachowuje duza cze$¢ swej aktywnos$ci. Reszty etyloksykarbonylowe wiaza si¢ do reszt
histydyn, albowiem tylko taka modyfikacja jest odwracalna dodaniem hydroksyloaminy.

TPL zmodyfikowany dwoma resztami etyloksykarbonylowymi wiaze kofaktor
1 substrat, ale nie katalizuje odszczepienia protonu z pozycji @, co objawia si¢ brakiem pasma
absorpcji przy 500nm. Natomiast jest ono obecne podczas przeprowadzania reakcji odwrotne;j

do rozktadu tyrozyny, cho¢ L-tyrozyna nie jest syntetyzowana. Nie jest rowniez katalizowana
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wymiana protu z pozycji « substratu na tryt pochodzacy z wody. Dowodem na obecno$¢
reszty histydyny w centrum aktywnym enzymu jest utrudniona modyfikacja za pomoca
DEPC w obecnosci PLP i alaniny wskutek utrudnionego dostepu reagenta do reszty
histydyny. Zdolno$¢ tworzenia zasady Schiffa PLP-substrat jest nizsza w przypadku
zmodyfikowanego TPL — by¢ moze wskutek zmian konformacyjnych lub czgs$ciowej
inaktywacji grupy e-aminowej reszty lizyny w centrum aktywnym (Kumagai ef al., 1975).

Redukujac kompleks enzym-substrat NaBH, zauwazono, ze redukcja, podobnie jak
wigzanie substratu, zachodzi gtéwnie po stronie si wzgledem atomu wegla w pozycji 4’ PLP.
Po takiej redukcji uzyskano pirydoksynowa pochodna tyrozyny. Podobne eksperymenty
wykonano dla D- i L-alaniny. si-selektywno$¢ redukcji byla podobna dla obydwu
enancjomeréw alaniny. Moze to wynika¢ z szybkiego deprotonowania atomu wegla w pozycji
o, co powoduje szybka racemizacje alaniny. Taka selektywno$¢ jest tez nizsza dla TPL, niz
dla innych biatek katalizujacych reakcje z udziatem PLP. Moze to $wiadczy¢ o wigkszej
swobodnej przestrzeni w centrum aktywnym. Jest to mozliwa przyczyna stosunkowo duzego
spektrum substratow TPL (Palcic ef al., 1987).

Fluoropochodne tyrozyny tworza chinoidowy produkt przejsciowy z rdéznymi
szybkos$ciami; takie réznice wynikaja z przyczyn elektronowych jak i1 sterycznych, gdyz
pierScien aromatyczny ulega przemieszczeniu podczas oderwania protonu z pozycji
a wskutek zmiany geometrii czasteczki substratu (Phillips ef al., 1997).

Pasmo przy 500nm pojawia si¢ takze w reakcji z o- 1 m-L-tyrozyna, 3’,5’-dijodo-
L-tyrozyna, 3’-jodo-L-tyrozyna (Nagasawa et al., 1981), L-homoseryna, L- i D-tryptofanem,
kwasem L-asparaginowym i L-glutaminowym, oraz aminokwasow o nienaladowanej grupie
bocznej, ale zaden z tych substratow nie jest rozktadany (Faleev et al., 1988).

Fakt, Zze N-tlenek PLP i 2’-hydroksy-PLP sa gorszymi kofaktorami (nizsze warto$ci
statej katalitycznej, wigksze statej Michaelisa) od samego PLP, takze potwierdza postulowany
przebieg procesu rozktadu tyrozyny przez liaz¢ tyrozyna-fenol. Jest to efektem wigkszej
elektroujemnosci tych pochodnych i zwigkszonej stabilizacji kompleksu enzym-substrat, oraz
utrudnienia odszczepienie protonu z pozycji o (Kumagai et al., 1973).

Dzigki mozliwos$ci odrywania protonu z pozycji « liaza tyrozyna-fenol katalizuje race-
mizacje niektorych aminokwasow; zaréwno D-, jak i L-izomerow. Swiadczy to o duzej ruch-
liwosci zasady odrywajacej proton i zasady Schiffa wzgledem siebie. Enzym bowiem reagu-
jac z obydwoma stereoizomerami dziata po obydwu stronach plaszczyzny zasady Schiffa
(Palcic et al., 1987). Badajac racemizacje [2-"H]-L-alaniny katalizowana przez TPL. Palcic et

al., 1987, zauwazyli, ze 3% deuteru pozostaje w powstalym D-izomerze. Proces racemizacji
y p i p y 1)
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sktada si¢ ze zwiazania substratu, wytworzenia karboanionu (nastgpuje to nieco szybciej dla
L-izomeru); obrotu adduktu PLP-substrat w centrum aktywnym, co umozliwia zwiazanie
protonu po drugie stronie ptaszczyzny i racemizacje; oraz oddysocjowania substratu. Oderwa-
nie protonu jest najwolniejszym etapem podczas racemizacji alaniny (Chen & Phillips, 1993).

Etap odszczepiania protonu jest postulowany jako jeden z najwolniejszych w catym
procesie enzymatycznej degradacji L-tyrozyny. Swiadcza o tym pierwszorzedowe efekty
izotopowe “H/'H w pozycji a. Dla TPL wyizolowanego z C. freundii efekt na Vi wynosi
3.5 (3.2; wg Faleev et al., 1988), a efekt na V.x/Ky, 2.5. Efekty te sa niezalezne od pH,
podobnie, jak szybkosci maksymalne. Oznacza to, ze L-tyrozyna nie dysocjuje z kompleksu
enzym-substrat wolniej, niz ulega reakcji rozktadu. Enzym uzyskany z E. herbicola rowniez
wykazuje pierwszorzedowe efekty izotopowe “H/'H w pozycji a, ale sa one, podobnie jak
szybko$¢ maksymalna, zalezne od pH. Efekty kinetyczne wynosza od 2.5 (w pH 9.5) do
4.1 (pH 6.5) na Vi, a efekty na Vy/Ky odpowiednio od 1.5 do 4.1 (Kiick & Phillips,
1988). W nieobecnosci aktywujacych kationow jednowartosciowych odszczepienie protonu
nie jest najwolniejszym etapem procesu (Sundararaju et al., 2000).

Szybko$¢ reprotonacji na weglu o nie jest wrazliwa na podstawienie izotopowe, co
Swiadczy o szybkiej wymianie oderwanego protonu z rozpuszczalnikiem. Efekt izotopowy
wodoru w pozycji o w wodzie deuterowanej jest nizszy, niz w zwyktej, co moze $wiadczy¢
o spowolnieniu przeksztatcenia chinoidowego produktu posredniego w produkty przez deuter
(Faleev et al., 1996a).

Ubocznym, cho¢ bardzo wolnym procesem (czas potowicznego przereagowania 10h),
jest rozpad chinoidowego produktu przejsciowego powstatego po deprotonacji na kwas
3-(p-hydroksyfenylo)-pirogronowy i 5’-fosforan pirydoksaminy. Mutanty TI124A,
T124D/F448H i F448H przeprowadzaja taka reakcje uboczna wolniej od natywnego biatka,
co moze $wiadczy¢ o pewnej subtelnej zmianie konformacyjnej w centrum aktywnym
(Demidkina et al., 2002).

Rownoczesnie ze zwiazaniem substratu i oderwaniem protonu z pozycji o przez liazg
tyrozyna-fenol zachodzi konformacyjne zamknigcie substratu w centrum aktywnym. Taka
zmiana nie powodowala jednak naruszenia sieci krystalicznej podczas reakcji z krystalicznym
TPL (Phillips et al., 2002). Odszczepienie protonu w pozycji « umozliwia i ulatwia dalszy

przebieg procesu katalitycznego.
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2.1.2.5. Protonowanie atomu wegla 1° — tworzenie cykloheksadienonowego produktu

posredniego

Nastgpnym etapem jest protonowanie atomu wegla aromatycznego zwiazanego

z reszta alaninowa L-tyrozyny (Schemat 5).
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Schemat 5. Tworzenie pochodnej cykloheksadienonowej.

Proton moze by¢ przeniesiony przenoszony z atomu wegla w pozycji a, w wyniku tej

reakcji reszta fenolowa przeksztalca si¢ w uklad cykloheksadienonowy, ktory absorbuje

swiatto o dlugosci fali 497nm, ale to pasmo jest maskowane przez absorpcj¢ zasady Schiffa

PLP-substrat; oraz przy 315nm (widoczne tylko w widmach CD), ktére zanika w miarg

inkubacji substratu z enzymem uzyskanym z E. herbicola 1 kofaktorem (Demidkina et al.,

1987). Transfer nie jest procesem jednoetapowym, co wynika z porownania efektow

izotopowych '"HPH w pozycji a do efektu rozpuszczalnikowego (1.5 na Viax 1 1.8 na Vipa/Kiy

dla enzymu z C. freundii, Barbolina et al., 2000; 1.7 na V. dla enzymu z E. herbicola;

Faleev et al., 1996a).

Stwierdzono maksymalnie 25% przeniesienia uzywajac [2-2H]-L-tyrozyny jako

substratu. W ukladzie odwrotnym (tj. L-tyrozyna w wodzie deuterowanej) nie stwierdzono

przeniesienia protonu z pozycji « na atom wegla w pozycji 1°. Moze to $wiadczy¢

o potozeniu syn protonu « i grupy fenolowej wzgledem siebie. D-tyrozyna réwniez ulega
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degradacji z udzialem TPL, ale czterokrotnie wolniej. Moze to rowniez potwierdzaé postulat
o duzej ruchliwosci zasady i1 uktadu PLP-substrat wzgledem siebie (Palcic et al., 1987).

Transfer protonu jest prawdopodobnie katalizowany przez t¢ sama zasadg, ktora
odrywa proton z pozycji «, ale udzial w przeniesieniu moze bra¢ jeszcze jedna zasada (np.
reszta lizyny 256 lub 257; Chen & Phillips, 1993) o pK, 8.0 (TPL z C. freundii) — 8.2
(z E. herbicola; Kiick & Phillips, 1988). Protonowanie uktadu aromatycznego jest
katalizowane przez resztg tyrozyny w pozycji 71 enzymu (Sundararaju et al., 2000), jego
blisko$¢ jest konieczna do zaj$cia reakcji, gdyz o-L-tyrozyna nie ulega rozktadowi, cho¢
teoretycznie mogloby to by¢ mozliwe. Przestrzenna blisko§¢ powinna utatwia¢ ten proces.
Zamiana reszty tyrozyny 71 na reszt¢ fenyloalaniny powoduje utrat¢ aktywnosci katalityczne;j
biatka wzgledem L-tyrozyny, ale biatko zachowuje ja dla S-alkilo- i —arylo-L-cystein,
O-benzoilo-L-seryny 1 3-chloro-L-alaniny — zwiazkéw posiadajacych duzo lepsze grupy
opuszczajace niz uktad fenolowy, oraz posiadajace znacznie nizsze pK,, a wigc latwo
ulegajace protonowaniu przez rozpuszczalnik (Chen et al, 1995b; Phillips et al., 1997).
O-acylo-L-seryna jest lepszym substratem niz O-alkilo-L-seryna (pK, grup karboksylowych
wynosi okoto 5, a alkoholi okoto 16). Podobnie S-(o-nitrofenylo)-L-cysteina (pK, o-nitrotio-
fenolu wynosi 5.2) jest bardzo dobrym substratem dla TPL (Phillips, 1987). Zmieniony
enzym stosunkowo szybko odrywa proton, natomiast o szybkos$ci reakcji decyduje eliminacja
(Chen et al., 1995b; Phillips et al., 1997). W poblizu atomu wegla y znajduje sig tez czaste-
czka wody (moze by¢ donorem protonu) i reszta argininy 100 (Sundararaju et al., 1997).

Reszty argininy 381 i treoniny 124 wiaza grupe hydroksylowa fenolu wiazaniem
wodorowym (Faleev et al., 2000). Asparagina w pozycji 185 wplywa na tatwo$¢ tworzenia
grupy cykloheksadienonowej (Barbolina et al, 2000), ktore nie jest procesem
synchronicznym. Prawdopodobnie najpierw nastgpuje odszczepienie protonu fenolowego
przez reszt¢ argininy. Nastgpnie fenolan tworzy wiazanie wodorowe z grupa hydroksylowa
treoniny (te dwa procesy moga zachodzi¢ synchronicznie; udzial treoniny moze by¢
niezbedny ze wzgledu na oslabiona zasadowo$¢ grupy guanidynowej argininy
w hydrofobowym centrum aktywnym). Dzigki temu reszta aromatyczna zajmuje pozycje
umozliwiajaca dotaczenie wodoru do atomu wegla 1° (Faleev et al., 2003).

Transfer protonu przeksztatca reszt¢ hydroksyfenylowa w uktad cykloheksadienono-
wy. Jest on znacznie lepsza grupa odchodzaca niz uktad aromatyczny. By¢ moze reakcja
eliminacji przebiega wedlug mechanizmu substytucji elektrofilowej dwuczasteczkowej, gdzie
pochodna cykloheksadienonowa jest stanem przejSciowym, a nie produktem posrednim (jak

to ma miejsce w reakcji typu Friedla-Craftsa; Phillips et al., 2003).
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Przeksztatcenie w keton jest utrudniane poprzez podstawienie (np. fluoru) w pozycji
orto wzgledem grupy hydroksylowej; podczas gdy podstawienie w pozycji meta daje efekt
odwrotny, a nie wplywa istotnie na odszczepienie protonu (Phillips et al., 1997). Usunigcie
grupy hydroksylowej z pozycji para, zmiana jej polozenia, lub metylacja hydroksylu
uniemozliwia zajécie reakcji. o- 1 m-L-tyrozyna nie ulegaja rozktadowi, cho¢ tworza zasadg
Schiffa z PLP. Zdeprotonowanie hydroksylu fenolowego utatwia tworzenie grupy
cykloheksadienonowej poprzez wzmocnienie wlasnosci nukleofilowych atomu wegla
w pozycji 1’. Moze to rowniez by¢ przyczyna mniejszej szybkosci eliminacji w niskich pH
(Sundararaju et al., 1997). 2°- 1 3’-aza-L-tyrozyna nie ulegaja eliminacji, gdyZ atom azotu
w pier§cieniu bardzo utrudnia uprotonowanie atomu wegla (Watkins & Phillips, 2001b).
Jodopochodne tyrozyny nie ulegaja rozktadowi, gdyz wskutek zmian hybrydyzacji na
wspomnianym atomie wegla zmienia si¢ geometria czasteczki i duzy podstawnik jodowy

uniemozliwia ich zajscie (Faleev ef al., 1988).

2.1.2.6. Eliminacja fenolu

Kolejnym etapem reakcji jest eliminacja fenolu (Schemat 6).
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Schemat 6. Eliminacja fenolu

Rozerwanie wiazania wegiel-wegiel jest zwigzane z przeksztalceniem uktadu
cykloheksadienonowego w fenol. Dysocjacja wigzania jest ulatwiana przez prostopadle
uloZzenie osi wigzania wobec plaszczyzny tworzonej przez PLP, atom azotu i atomu wegla
w pozycji « L-tyrozyny. Taki uklad wiazah w potaczeniu ze stabilizacja rezonansowa fadunku
ujemnego utatwia eliminacj¢ fenolu (Palcic et al., 1987). Czasteczka fenolu nastgpnie uklada
si¢ rownolegle do ptaszczyzny uktadu PLP-reszta alaniny (Chen & Phillips, 1993).

Rownoczesnie nastgpuje konformacyjna zmiana w centrum aktywnym liazy (Phillips, 1987).
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Reszty treoniny 124 i argininy 381 tworza wiazania wodorowe z grupa hydroksylowa
reszty fenolowej umozliwiajac jej ustawienie niezbedne do zaj$cia f-eliminacji. Mutanty TPL
T124D (asparagina moze tworzy¢ wiazanie wodorowe, ale jest jego akceptorem, a nie
donorem), T124A, F448H, T124A/F448H nie katalizuja reakcji eliminacji, cho¢ rozpoznaja
substrat oraz inhibitory, katalizuja odszczepienie protonu w pozycji a, oraz eliminacje dla
zwiazkow z S-arylo- 1 -alkilo-L-cystein, oraz 3-chloro-L-alaniny podobnie do enzymu
niezmutowanego (Demidkina et al., 2002).

Prawdopodobnie wtasnie etap eliminacji odpowiada za specyficzno$¢ substratowa
TPL, a nie sam proces rozpoznania substratu (Faleev et al., 1988; Antson et al., 1993).
Dlatego tez O-benzoilo-L-seryna jest duzo lepszym substratem dla TPL, niz O-acetylo-
L-seryna, gdyz posiada ona pierScien aromatyczny znacznie obnizajacy barierg energetyczna
podczas eliminacji dzigki wigkszemu powinowactwu do centrum aktywnego enzymu. Stata
Michaelisa O-acetylo-L-seryny jest mniejsza od tej wielkosci dla pochodnej benzoilowej, co
oznacza, ze to etap eliminacji, a nie rozpoznanie substratu, decyduje o wigkszej
specyficznosci w stosunku do pochodnej aromatycznej (Phillips, 1987).

Kinetyczny efekt izotopowy ''C/™C w pozycji 3 wynosi 1.07. Moze to wskazywaé na
to, ze etap eliminacji fenolu rowniez jest etapem wplywajacym istotnie na szybkos$¢ calego
procesu (Axelsson et al., 1992). Innym dowodem na znaczenie tego etapu jest niewielki efekt
"H/’H na Ve W pozycji 3, klasyczny dla zmian hiperkonjugacji (Faleev et al., 1996a).

Steryczne dopasowanie reszty aromatycznej do centrum enzymu decyduje o tym,
ktory etap bedzie decydowal o szybkosci reakcji. Jesli struktura tej czgs$ci jest mocno
zaburzona, to etap eliminacji fenolu bgdzie decydowal o szybkosci reakceji. Jesli za$ struktura
reszty aromatycznej jest bliska optymalnej, wtedy o szybkosci decyduje oderwanie protonu
z pozycji. Kationy jednowarto$ciowe przyspieszaja eliminacj¢ (Sundararaju et al., 2000).

Wszelkie procesy rozrywania i tworzenia wigzan katalizowane przez TPL zachodza

po stronie si (wzglgedem atomu wegla w pozycji 4’ PLP) adduktu kofaktor-substrat.

2.1.2.7. Przeksztalcenie adduktu a-aminoakrylan — PLP w produkty

Eliminacja fenolu powoduje przeksztatcenie alifatycznej czgsci czasteczki tyrozyny
w a-aminoakrylan zwiazany z PLP. W reakcji rozktadu L-tyrozyny ulega on hydrolizie do
pirogronianu (poprzez atak czasteczki wody na atom weggla w pozycji o aminoakrylanu,
odszczepienie od PLP i tautomeryzacj¢ do pirogronianu; Schemat 7).

PLP jest odszczepiany jako zasada Schiffa utworzona z amoniakiem dajac pasmo

absorpcji przy 325nm pojawiajace si¢ podczas reakcji. Nastgpnie ten addukt ulega hydrolizie
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do PLP i amoniaku. Oddysocjowanie amoniaku i pirogronianu rowniez moze by¢ jednym

z najwolniejszych etapow catego procesu (Chen ef al., 1995a).
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Schemat 7. Powstawanie produktéw z o-aminoakrylanu

Addukt o-aminoakrylan-PLP jest wiazany przez fenol, dzigki temu fenol jest
inhibitorem mieszanym eliminacji (Phillips, 1987; Chen & Phillips, 1993). Kinetyczne efekty
izotopowe na tworzenie adduktu o-aminoakrylan-PLP mozna obserwowaé w obecnosci
4-hydroksypirydyny (R. S. Phillips, prywatne doniesienie).

Zasada Schiffa PLP-a-aminoakrylan moze rowniez przytaczy¢ rozne grupy do atomu
wegla w pozycji f. Taki proces zachodzi z retencja konfiguracji na tym atomie. Jest ona

niezalezna od konfiguracji na atomie wegla w pozycji a. Asymetria procesu §wiadczy o tym,

ze zachodzi on w centrum aktywnym enzymu.

Przytaczonym atomem moze by¢ atom wodoru, jak podczas racemizacji alaniny.

Badajac ten proces dla izomeru L w wodzie deuterowanej zauwazono, ze powstajaca
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D-alanina zawiera deuter w pozycji f; 1 ze wszystkie czasteczki D-alaniny zawierajace deuter
w tej pozycji, zawieraja go roéwniez w pozycji a. Jest to zrozumiate, gdyz przytaczenie do
atomu wegla w pozycji £ zachodzi po odszczepieniu protonu w pozycji a.

Podczas rozktadu L-seryny stwierdzono racemizacj¢ na atomie wegla w pozycji f. Do
badan uzyto [3R-H]- i [35—3H],[U—14C]—L—serynq, a reakcje prowadzono w wodzie
deuterowanej. W jej wyniku powstaje pirogronian z chiralnym atomem wegla w pozycji f
podstawionym trzema izotopami wodoru (Palcic et al., 1987).

Grupa atakujaca addukt PLP-a-aminakrylan moze tez by¢ grupa fenolowa. Badano
wymiane takiej grupy w reakcji [3R-"H]-L-tyrozyny z rezorcynolem, w ktdrej to powstaje
L-2’,4’-dopa. Stwierdzono retencj¢ konfiguracji na atomach wegla w pozycjach a i1 f.
Podczas syntezy L-tyrozyny z L-seryny 1 fenolu stwierdzono analogiczna retencje
konfiguracji.

Potwierdzeniem zaproponowanego mechanizmu dziatania TPL bylo przeprowadzenie
reakcji odwrotnej do rozktadu L-tyrozyny w wodzie deuterowanej. Deuter ulegat wiaczeniu
w pozycj¢ S powstalej (po dodaniu fenolu) L-tyrozyny po uprzedniej inkubacji pirogronianu
z TPL w wodzie deuterowanej. Bez takiej preinkubacji nie stwierdzono wiaczenia deuteru
w pozycji . W obydwu wypadkach deuter byt wlaczany w pozycj¢ a. W takiej reakcji z TPL
wiaza si¢ kolejno: PLP, amoniak, pirogronian i fenol (Sawada et al., 1975).

Wiedzg¢ o tym mechanizmie wykorzystano do bardzo eleganckiej konstrukcji enzymu
katalizujacego rozkltad aminokwaséw dwukarboksylowych (kwas L-asparaginowy, L-gluta-
minowy 1 L-2-aminoadypinowy). Stwierdzono istnienie strukturalnej analogii TPL i amino-
transferazy asparaginianowej. Po analizie sekwencji ewolucyjnie konserwowanych uzyskano
enzym — analog TPL o specyficzno$ci na aminokwasy dwukarboksylowe. Mutanty TPL
R100T/R283I, oraz takze R100T katalizuja reakcje rozktadu takich aminokwaséw, np. kwasu
asparaginowego do pirogronianu i mréwczanu. Modyfikacja w pozycji 283 umozliwia
bardziej dogodne potozenie grupy karboksylowej tancucha bocznego substratu, co utatwia
eliminacj¢ (Mouratou et al., 1999).

Opisany mechanizm dziatania fenololiazy tyrozynowej nie jest jeszcze do konca
poznany. Wyjasnia on dobrze duze spektrum substratéw i reakcji katalizowanych przez ten
enzym. Dalsze informacje na temat mechanizmu dziatania TPL mozna zdoby¢ wyznaczajac

kinetyczne efekty izotopowe na atomach wegla i wodoru w czasteczce L-tyrozyny.
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2.2. Syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wegla i wodoru
W literaturze opisano kilka metod syntezy znakowanej L-tyrozyny. Kluczowym
etapem takich syntez bylo zawsze wygenerowanie centrum stereogenicznego o konfiguracji

(S) na atomie wegla w pozycji 2. Najczesciej uzywano biokatalizatoréw do stereoselekcji.
2.2.1. Syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wegla

2.2.1.1. Syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wegla w grupie karboksylowej

2.2.1.1.1. Synteza [1-''C]- i [1-"C]-L-tyrozyny

Syntezg¢ przedstawiong na Schemacie 8 (Bjurling et al., 1990a) wykonano dla celow
tomografii pozytonowej. Z tego powodu nie okreslano wydajnosci reakcji. Istotne byto
otrzymanie pewnej ilosci zwiazku o bardzo wysokiej radioaktywnos$ci wlasciwej w mozliwie

krétkim czasie.

S TPL z Citrobacter freundii
)\ PLP PhOH

S oksydaza p-aminokwasowa
SM NH, z nerki $wini
H, Ni NH, Pt 70C 5' "“COOH FAD 16 00H
1CO, ——» ""CH, —— H''CN — & )\ >
400°C 1000°C potem NH, transaminaza glutaminian:pirogronian mz
stez. HCI z serca Swini HO
175°C 5' kwas L-glutaminowy

katalaza z watroby bydlecej
pH9.0 45C 45

Schemat 8. Synteza [1-'C]-i-tyrozyny

"'CO, otrzymano w tandemowym akceleratorze van der Graffa w wyniku przemiany
(p, @) podczas bombardowania tarczy N, protonami o energii 10 MeV.

Etap stereoselekcji przeprowadzono enzymatycznie za pomoca TPL, ktory katalizuje
reakcjg syntezy L-tyrozyny z racemicznej alaniny poprzez kwas pirogronowy powstajacy na
dwa sposoby: z L-alaniny w wyniku dzialania transaminazy glutaminian:pirogronian; oraz
z D-alaniny w wyniku dzialania oksydazy pD-aminokwasowe;.

Podobna reakcje przeprowadzono dla izotopologu "*C L-tyrozyny wychodzac z HCN
stosujac w kwas 2-oksoglutarowy zamiast kwasu L-glutaminowego w etapie enzymatycznym
i wydluzajac czas syntezy alaniny do 15 minut, oraz czas etapu enzymatycznego do 10 minut.

Ze wzgledu na niskie wydajnos$ci syntezy nie nadaje si¢ ona do zastosowania

W tej pracy.

2.2.1.1.2. Synteza [1-'*C]-L-tyrozyny
Synteza [1-'*C]-L-tyrozyny opublikowana przez Loftfielda i Eigner (1966; Schemat 9)

zostala wykonana poprzez syntez¢ racemicznego aminokwasu, a nastgpnie przez
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enancjoselektywna hydroliz¢ otrzymanej racemicznej N-acetylotyrozyny za pomoca
karboksypeptydazy A  hydrolizujacej selektywnie pochodna o konfiguracji  (S).
Niezhydrolizowana D-acetylopochodna mozna przeksztatci¢ w racemiczna N-acetylotyrozyng

1 zawroci¢ do reakeji hydrolizy.

K NH,
plomien 730-760°C
Bal4CO, 14Co, KMCN
potem 959,
H,SO,
pochlanianie
w KOH
U -0
CHO NaHSO,
O/ SONa |
T \n’
MeO (NH4)2C03 o 8%
6M HCl
180°C 2h

14|

C.
90% on A0
e
NHAc AcOH NH, g9v,

j karboksypeptydaza A

i 0
14C\OH 14C\OH
+
NHAc NH,
HO 43%
98% e.e.
6M HCl1
100°C 2h

(0]
Ac,0 1l

|
14 14
/@/\/C\OH AcOH /@/\(C\OH
—
H NHAc¢
HO 2 100°C HO

Schemat 9. Synteza [1-4C]-L-tyrozyny

Z

Cata synteza data dobra wydajnos¢ w czterech etapach — 30% z K'*CN, jest to metoda,

ktoéra mozna potencjalnie zastosowa¢ w mojej pracy.

2.2.1.2. Synteza L-tyrozyny znakowanej >C w pozycji 2
Szczegodty tej syntezy zostang opisane w podrozdziale 2.2.2.2.2. (Oba et al., 1995) na

przyktadzie znakowania deuterem. W cytowanej pracy otrzymano podwojnie znakowana
L-tyrozyng¢ — oprocz znacznika weglowego wprowadzano tez znaczniki deuterowe
w pozycjach 2 i 3§ lub 3R. W syntezie znakowanej w pozycji 2 L-tyrozyny zwiazkiem

wyj$ciowym byla [2-°C]-N-acetyloglicyna.
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W jej wyniku uzyskano znakowana weglem w pozycji L-tyrozyng z dobra wydajnoscia
(19%) w czterech etapach. Taka metoda syntezy takze potencjalnie mogla znalezé

zastosowanie w tej pracy.
2.2.1.3. Syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wegla w pozycji 3

2.2.1.3.1. Enzymatyczna synteza [3-''C]- i [3-"°C]-L-tyrozyny

Syntezg [3-''C]-L-tyrozyny (Bjurling et al., 1990b; Axelsson et al., 1992; Schemat 10)
wykonano na potrzeby tomografii pozytonowej, wydajnosci syntezy byly bardzo niskie.
Podobnie do syntezy [1-''C]-L-tyrozyny (2.2.1.1.1.) uzyto reakcji multienzymatycznej celem

przeksztalcenia racemicznej alaniny w L-tyrozyne.

P
0.8M LiAlH, =N
THF Ph \—COO ‘Bu OOH
1co, 1ICH,1
potem DMF/DMSO 9:1 H, e H,
57% HI KOH 80°C 2' . .
rfx TPL z Citrobacter freundii

potem H*
PLP PhOH

oksydaza p-aminokwasowa
z nerki §wini
transaminaza glutaminian:pirogronian
z serca Swini
kwas 2-oksoglutarowy FAD

katalaza z watroby bydlecej

0.1M Tris pH 9.0 (NH,),SO,
45°C 3

"C\l/COOH
/©/ NHz
HO

Schemat 10. Synteza [3-11C]-L-tyrozyny
W podobny sposob wykonano tez synteze [3-'°CJ-L-tyrozyny wydhizajac czas syntezy

alaniny do 10 minut, a etap enzymatyczny do 20 minut.

2.2.1.3.2. Synteza [3-11C]-L-tyrozyny za pomoc3 katalizatora chiralnego

Fasth & Langstrom (1990) opisali syntezg [3-''C]-L-tyrozyny w ktorej do
stereoselekcji wykorzystali otrzymany przez siebie chiralny kompleks niklu (Schemat 11),
ktory ulegat stereoselektywnemu alkilowaniu otrzymanym jodkiem
[1-''C]-p-metoksybenzylowym. W szesciu etapach liczac od ''CO, uzyskano przyzwoita
wydajnos¢ 12%. Taka metoda nie znalazlaby jednak zastosowania w mojej pracy, gdyz
uzyskano 90% nadmiaru enancjomerycznego L-izomeru, a w badaniach kinetycznych efektow

izotopowych konieczne sa praktycznie 100% e.e.
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Schemat 11. Synteza [3-11C]-L-tyrozyny z uzyciem chiralnego kompleksu niklu

2.2.1.3.3. Synteza [3-13C]-L-tyrozyny z uzyciem chiralnego oksazinonu

Ciekawym podejsciem do syntezy [3-">C]-L-tyrozyny jest praca Takatori et al., 1998,
w ktorej stereoselekcja zachodzi na etapie alkilowania chiralnego oksazinonu zablokowanym
jodkiem [1-"*C]-p-hydroksybenzylowym (Schemat 12). Ta metoda syntezy nie moze mieé
zastosowania w mojej pracy, gdyz wymaga uzycia duzego nadmiaru znakowanego CO jako

zrédta izotopu, a dodatkowo synteza jest wieloetapowa i czasochtonna.
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Schemat 12. Synteza [3-13C]--tyrozyny

2.2.1.4. Synteza L-tyrozyny znakowanej BCcw pozycjach 3°,5’ i 4’
W syntezie L-tyrozyny znakowanej “C w pierscieniu aromatycznym Walker et al.,
1986, wykorzystali fakt, ze komorki Erwinia herbicola zawierajace TPL katalizuja reakcje
syntezy L-tyrozyny z fenolu i seryny. Uprzednio otrzymali oni odpowiednio znakowane
izotopomery fenolu. Schemat 13 przedstawia synteze [3’,5’-'>C,]-L-tyrozyny. Podobnie
uzyskano [4’-"*C]-L-tyrozyne wychodzac z [2-">C]-acetonu. Wydajno$é syntezy [1-">CJ-p-ni-

trofenolu wyniosta 73%, a jego przeksztatcenie w [1-">C]-fenol zaszto z 60% wydajnoscia.

NaNO
NO NO :
2 2 NaBH, NH, HZO
H, "c_ UCH, oHC” “CHO I Xy 10% Pd/C Xy 0-4°C = rt SN
—— —— ——
\n/ Bc ¢ B | 13 13 13
o NaOH H,O \l/ 1M NaOH ZC polh  C ZC
0°C 6 dni OH 40" \l/ H,PO, \l/
OH 45 dni OH
67% rt 59% z dwdch etapéw
Erwinia herbicola
L-seryna
AcONH, pH 8.5
37°C 24h
BEN COOH
Mo,
HO C 91%

Schemat 13. Synteza [3',5'-13C,]-L-tyrozyny
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Przedstawiona metoda syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wegla w pierscieniu
aromatycznym daje dobra, 40% wydajnos¢ reakcji w czterech etapach. Taka metoda mogtaby
znalez¢ duze zastosowanie w mojej pracy, jednak nie opisuje ona znakowania weglem

w interesujacych mnie pozycjach.
2.2.2. Syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru
2.2.2.1. Syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru w pozycji 2

2.2.2.1.1. Synteza [2-2H]-L-tyrozyny katalizowana przez fenololiaz¢ tyrozynowa

W syntezie [2-°H]-L-tyrozyny za pomoca TPL wykorzystano fakt, ze podczas reakcji
odwrotnej do rozktadu L-tyrozyny proton w pozycji 2 jest pobierany z rozpuszczalnika (Kiick
& Phillips, 1988; Schemat 14). Dobra wydajno$¢ (32%) w potaczeniu z prosta procedura
oczyszczania przez krystalizacje 1 z tym, ze synteza jest jednoetapowa, sprawia, ze ta metoda

bedzie bardzo uzyteczna podczas moich eksperymentow.

OH TPL z Erwinia herbicola

~ s/\rCOOH PLP COOH
+ + D,0 aN o
NH, 0.05M fosforan potasu HO 2 329
(1]
pD8.0 3dni rt
Schemat 14. Synteza [2-2H]-L-tyrozyny
2.2.2.1.2. Synteza [2-"H]-L-tyrozyny

Podczas syntezy [2-"H]-L-tyrozyny Battersby et al., 1980 (Schemat 15), wykorzystali
racemizacj¢ aminokwasu jako metod¢ wprowadzenia znacznika trytowego w pozycje 2,
a stereoselekcja polegala na wybidrczej, enzymatycznej hydrolizie N-(chloroacetylo)-
tyrozyny za pomoca karboksypeptydazy, enzymu hydrolizujacego tylko N-acylowe pochodne
L-aminokwasow. Metoda ta mogtaby znalez¢ zastosowanie w mojej pracy, daje ona 33%

wydajnosci w trzech etapach.
2.2.2.2. Synteza L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru w pozycji 3

2.2.2.2.1. Synteza [3R-"H i - H]-L-tyrozyny

W syntezie L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru w pozycji 3R opracowanej
przez Kirby’ego 1 Michaela, 1973 (Schemat 16), stereoselekcja polega na katalitycznej cis-
addycji wodoru do a-amidopochodnej-a.f-nienasyconego kwasu, a nast¢gpnie na
enzymatycznej hydrolizie N-(chloroacetylo)-tyrozyny za pomoca karboksypeptydazy, ktéra

hydrolizuje tylko acylopochodne L-aminokwasow. Metoda ta jest pracochlonna
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1 wieloetapowa (9 przejs¢ syntetycznych), daje wydajnosci ponizej 20%. Taka droga syntezy
moglaby by¢ zastosowana w mojej pracy.
Stosujac t¢ metodg autorzy pracy otrzymali takze trytowy izotopolog zsyntetyzowane;j
tyrozyny.
Ac,0

COOH yT0 COOH (CICH,CO0),0 COOH
— ——
NHAc  rfx 3ho T NH
AcO

80%
karboksypeptydaza
pH7.2 37°C
48h
COOH COOH

41%

Z

(0]

Schemat 15. Synteza [2-3H]-L-tyrozyny

2.2.2.2.2. Synteza [2,3R i S-"H,]-L-tyrozyny

W syntezie [2,3-"H]-L-tyrozyny Oba et al., 1995 (Schemat 17), zastosowali etapy
stereoselekcji podobne do metody Kirby’ego (2.2.2.2.1.) — tj. cis-addycje deuteru do olefiny
i nastgpnie enzymatyczna hydroliz¢ N-acylo-L-tyrozyny w otrzymanym racemacie. W ten
sposdb otrzymano [2,3S-*H,]-L-tyrozyng w dwuetapowej syntezie (liczac od wiaczenia
izotopu) z dobra wydajnoscia 45%. [2,3R-"H,]-L-tyrozyne otrzymano z niezhydrolizowanej
acylopochodnej izomeru D poprzez racemizacj¢ na atomie 2, a nastgpnie podobna selektywna
enzymatyczna hydrolize N-acylo-L-tyrozyny. Produkt miat nieco gorsze wiasnosci
stereochemiczne (89% d.e.), zostat otrzymany z 14% wydajnos$cia w czterech etapach od
momentu wlaczenia izotopu.

Podobnie otrzymano analogiczne izotopomery deuteru znakowane dodatkowo '°C
W pozycji 2.

Opisana metoda syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru nie znajdzie
zastosowania w mojej pracy, gdyz wymaga ona pracy z gazowym deuterem lub trytem

(operacje z takim gazem sa bardzo ryzykowne).
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Schemat 17. Synteza [2,35-?H,]- i [2,3R-*H, ]-L-tyrozyny

2.2.2.2.3. Biosynteza [3R-*H,’H] -L-tyrozyny

W syntezach réwnomiernie znakowanych zwiazkéw biologicznie czynnych duze
zastosowanie maja metody biosyntetyczne. Podajac organizmowi odpowiednie substraty
mozna jednak uzyska¢ selektywnie znakowane zwiazki biologicznie czynne. Takiej metody
syntezy [3R-"H,’H]-L-tyrozyny uzyli Asano et al., 1985 (Schemat 18), w badaniach
stereochemii biosyntezy aminokwasOéw aromatycznych. Stosujac kombinowane metody
chemiczne, enzymatyczne i mikrobiologiczne otrzymali oni znakowana L-tyrozyng, jak

i L-fenyloalaning, ktora przeksztatcali w L-tyrozyng¢ za pomoca 4’-monooksygenazy

fenyloalaninowe;.
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Schemat 18. Biosynteza [3R-*H,*H]-L-tyrozyny
Wada metod biosyntetycznych sg niskie wydajnos$ci radiochemiczne. W tym wypadku

uzyskano [3R-2H,3H]-L-tyrozynq z wydajnoscia 2* 10°%. Z tego wzgledu opisana metoda nie
bedzie stosowana w mojej pracy.

2.2.2.3. Synteza L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru w pierscieniu aromatycznym

2.2.2.3.1. Synteza [2°, 3’,5’,6’-2H4]-L-tyrozyny

Synteze [2°,3°,5°,6’-"Hy]-L-tyrozyny przeprowadzono podobnie do syntezy L-tyrozyny

znakowanej C w pierécieniu aromatycznym (2.2.1.4.) uzywajac [*Hg]-fenolu jako zrédta

izotopu (Walker et al., 1986), ktory podczas reakcji z L-seryna w obecnosci fenololiazy
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tyrozynowej daje pozadany produkt w jednym etapie z 91% wydajnoscia. Takie podejscie

syntetyczne bedzie bardzo uzyteczne w mojej pracy.

2.2.2.3.2. Synteza [3’,5’-"H,|-L-tyrozyny

Park et al., 1991, wykorzystali mozliwos¢ tatwej wymiany izotopowej protondw
w pozycji orto wzgledem grupy hydroksylowej w srodowisku kwasnym w czasteczce L-tyro-
zyny do znakowania tego aminokwasu deuterem w tej pozycji (Schemat 19). Ten prosty,
dwuetapowy proces (poczatkowa wymiana labilnych protonéw z woda deuterowana, a naste-
pnie wlasciwa wymiana izotopowa) daje wysokie, 92% wydajnosci i duze wzbogacenie

w deuter w pozycji 3°,5°. Ta metoda takze bedzie przeze mnie stosowana w pracy.

COOH 2.4M DCl1 coop 3.7MD,sO, D CooD
O O
NH ND
HO 2 DO ND, 110°C  20h DO 2

D 92%

97% podstawienia
Schemat 19. Synteza [3',5'-2H, ]-L-tyrozyny

2.2.2.3.3. Synteza [2°,6’-*H,]-L-tyrozyny

Do syntezy [2°,6’-*H,]-L-tyrozyny Nishiyama et al., 1994, wykorzystali kombinacje
opisanych powyzej metod syntezy L-tyrozyny znakowanej w pierscieniu aromatycznym.
Najpierw otrzymali metoda mikrobiologiczna [2°,3°,5°,6’-"Hy]-L-tyrozyne z [*He]-fenolu,
a nastgpnie wymienili deuterondow w pozycji 3,5’ pierScienia na protony w wyniku
ogrzewania z wrzacym 6M HCI w ciagu 6. godzin. Podany sposob daje dobre wydajnosci
L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru w pozycji 2°,6° w dwoch etapach i takze znajdzie

zastosowanie w mojej pracy.
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2.3. Kinetyczne efekty izotopowe w badaniach mechanizmow reakcji
enzymatycznych

Kinetyczny efekt izotopowy (KIE) definiuje si¢ jako stosunek szybko$ci reakcji
substratu zawierajacego izotop lzejszy do szybko$ci z substratem zawierajacym izotop
cigzszy. Wielkos¢ KIE zalezy od wzglednej roznicy mas obydwu izotopoéw, im jest ona
wigksza tym wigkszych KIE mozna si¢ spodziewac. Wartos$¢ efektu zalezy takze od tego, czy
atom, na ktérym badany jest KIE, jest zaangazowany w tworzenie lub rozrywanie wigzania
podczas reakcji. Jesli tak jest, wtedy mamy do czynienia z efektem pierwszorzedowym, jesli
nie — z drugorzedowym.

Efekty pierwszorzedowe sa wigksze od drugorzedowych. Efekty pierwszorzedowe sa
normalne (tzn. wigksze od 1, 1 tym wyzsze im silniejsze jest rozrywane wigzanie chemiczne),
natomiast efekty drugorzegdowe moga by¢ rowniez odwrotne (tzn. mniejsze od 1). Nalezy
pamigtaé, ze efekt izotopowy obserwujemy wtedy, gdy wystgpuje on podczas jednego
z etapow decydujacych o szybkosci reakcji (tzn. najwolniejszych).

Zrédlem efektow sa réznice we whasnosciach atoméw i wigzan tworzonych przez
izotopy. Na te wlasnos$ci skladaja si¢ ruchy translacyjne, wibracyjne, rotacyjne, oraz
wiasciwosci elektronowe czasteczki. Wynikaja one z roznic w bezwladno$ci czasteczek
wskutek réznych mas, oraz w energiach drgan normalnych i wzbudzonych. Istnieje kilka
gléwnych teorii efektow izotopowych, np. teoria efektow réwnowagowych, teoria stanu
przejsciowego (Melander & Saunders, 1980; Truhlar et al., 1983) i jej rodzaj — teoria Marcusa
(Albery, 1980), czy tez teoria mechaniki kwantowo-statystycznej (German et al., 1980).
Teoretyczne aspekty efektow izotopowych sa obecnie silnie eksplorowane.

W reakcjach enzymatycznych zwykle okresla si¢ kinetyczne i rozpuszczalnikowe
efekty izotopowe na dwa parametry reakcji:

1. szybko$¢ maksymalna (Vmax) — czyli de facto na stala katalityczna reakcji (kear),
najczesceiej ten efekt opisuje pierwszy etap nieodwracalny. Ten efekt jest maty, jesli
oddysocjowanie produktu od enzymu jest duzo wolniejsze od przeksztatcenia
substratu w produkt;

2. stosunek szybkosci maksymalnej do statej Michaelisa (Vma/Kn, Tub kea/Kiy), ten efekt
opisuje etapy od zwigzania substratu do pierwszego etapu nieodwracalnego. Jest on
bliski 1, jesli oddysocjowanie substratu od enzymu jest duzo wolniejsze od
przeksztalcenia substratu w produkt. Warto$¢ ke./K., zalezy od stezen substratow
stosowanych w eksperymentach.

Jesli obserwuje si¢ KIE na:
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1. kea/Kpm, @ nie na ke, to 0znacza, ze badany atom gra istotna rol¢ w wiazaniu enzymu

z substratem;

2. kea/Ki 1 keat, to znaczy, ze badany atom gra wazna role w przeksztatceniu kompleksu
enzym — substrat w kompleks enzym — produkt;
3. Keat, @ nie na ke/Kp, to badany atom jest istotny w rozpadzie kompleksu enzym —

produkt (Northrop, 1975).

Nalezy pamigta¢ o tym, ze KIE w reakcjach wielosubstratowych moze zaleze¢ od
stezenia substratow. Jes§li mierzy si¢ efekt w jednym z nich, musi on by¢ w stezeniu
wysycajacym enzym w odroznieniu od pozostatych substratow. Zmiany ich stgzen moga
powodowaé zmiang KIE, najwigksza jesli zmienia si¢ st¢zenie ostatniego z substratow

dotaczanego w trakcie reakcji (Parkin, 1991).

2.3.1. Eksperymentalne podejscia do badania kinetycznych efektow izotopowych

Z punktu widzenia eksperymentatora metody wyznaczania KIE mozna podzieli¢ na:

1. konkurencyjne — polegajace na pomiarze réznicy w szybkosci reakcji dla zwiazkéw
znakowanych obydwoma izotopami w mieszaninie tych zwiazkow; ta metoda mozna
wyznaczy¢ tylko KIE na kg./K;,. Inhibitory zwykle nie wplywaja na wielkos¢ KIE,
cho¢ spowalniaja reakcje (w rownym stopniu dla zwigzkéw znakowanych réznymi
1zotopami);

2. niekonkurencyjne — polegajace na niezaleznych pomiarach parametréw kinetycznych
oddzielnie dla kazdego ze znakowanych zwiazkow; tak mozna wyznaczy¢ efekty
zaré6wno na ke./Kp jak 1 na ke, Wymogiem metody jest uzyskanie substratow o jak
najwyzszych (zblizonych do 100%) wzbogaceniach w izotop. Jesli wzbogacenie jest
istotnie nizsze, mozna uzy¢ réwnania (1) do aproksymacji KIE obserwowanego dla
wzbogacenia p (o,) do KIE dla 100% podstawienia (o).
a,=21TP ‘;”9 (1)
Obecnos¢ inhibitoréw uniemozliwia wykonanie pomiaru KIE, gdyz eksperymenty dla
zwiazkoOw znakowanych réznymi izotopami sa wykonywane niezaleznie (Parkin,

1991).

2.3.1.1. Pomiar kinetycznych efektow izotopowych metoda konkurencyjng

W metodzie konkurencyjnej do okreslenia KIE konieczne jest zmierzenie wzajemnej

zawarto$ci izotopu lzejszego do izotopu cigzszego w wyjsciowym substracie (Ry) oraz

53



w produkcie reakcji (R,) powstalym po pewnym, takZze zmierzonym, stopniu przereagowania

f. KIE jest opisywany przez roéwnanie Bigeleisena i Wolfsberga (2):

R
In(l=f ")

“TTa-g) @

KIE nalezy mierzy¢ dla mozliwie niskich stopni przereagowania, gdyz efekt
kinetyczny objawia si¢ najbardziej w poczatkowych etapach reakcji (wtedy zawarto$é
izotopdw W nieprzereagowanym substracie jest bliska wyjsciowej; przy duzych
przereagowaniach réwniez izotop reagujacy wolniej ulegnie przeksztalceniu w produkty,
gdyz wystepuje we wzglednie wigkszej ilosci niz w wyjsciowym substracie, efekt w 100%
przereagowania wynosi 1).

Dla stopni przereagowania mniejszych od 20% mozna KIE wyznaczy¢
z bezposredniego pordwnania zawarto$ci izotopow w wyjsciowym substracie i w produkcie
pomijajac réwnanie Bigeleisena (Paneth, 1985).

Do pomiaréw KIE metoda konkurencyjna stosuje si¢ gtownie metody radiochemiczne,
ktére pozwalaja na okreslenie KIE dla izotopow niestabilnych. Aktywnos¢ wlasciwa jest w tej
metodzie rownowaznikiem wzglednej zawartosci izotopow w zwiazku. Aby ja wyznaczy¢
nalezy bardzo dokladnie okresli¢ aktywno$¢ wydzielonych reagentéw, oraz oznaczy¢ ich
ilos¢. Bardzo czgsto uzywa si¢ metody podwojnego znakowania, np. mierzac KIE dla trytu
warto wprowadzi¢ znacznik '*C w pozycje nie bioraca bezposredniego udziatu podczas
reakcji, gdzie efekt izotopowy jest bardzo bliski 1 1 duzo mniejszy od efektu wodoru.
Radiometria pozwala zmierzy¢ réwnolegle aktywno$¢ trytu 1 wegla-14. Znacznik weglowy
stuzy tu jako miara ilo$ci zwiazku (znacznik pilotowy).

Tong i Yankwich (1964) uzywajac rownania Bigeleisena i Wolfsberga wyprowadzili
wzory opisujace wielkos¢ KIE przy zastosowaniu aktywnosci wtasciwych wyrazonych jako
ilos¢ izotopu cigzszego do ilosci izotopu lzejszego dla wyjsciowego substratu (Ry), produktu

(Rp), odzyskanego substratu (Rs) 1 stopnia przereagowania f (rownania 3.,4,5,6).

R, +1 e R
) ln(l—f*Rp+1) ~ln(l S Rp) .
“—1 R, *f+(Ry+1).  In(l- f) v
n[l - ]
RO*(RP+1)
ln(l_f)*(Ro+1) lnm
o R +1 N R, 4)
i RFA=)* (R +1) In(1- 1)
R, *(R, +1)
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W kazdym z rownan wystepuja tylko 3 z tych wielkos$ci, nie ma wigc konieczno$ci mierzenia
wszystkich wspomnianych parametréw. Pozwala to na pewna elastyczno$¢ podczas
eksperymentéw. Dla nizszych stopni przereagowania najwigksze dokladno$ci wyznaczenia
KIE uzyskuje si¢ stosujac rownanie (3), dla konwersji okoto 50% - rownanie (6). Przy
zalozeniu, Ze to izotop promieniotworczy jest cigzszy od izotopu stabilnego (jak to najczgsciej
ma miejsce), oraz ze utamek atomow izotopu cigzszego jest znikomy w pordwnaniu z ilo$cia
izotopu stabilnego, mozna zastosowaé podane uproszczenia rownan 3-5.

Aby uzyska¢ wiarygodne wyniki pomiaréw radioaktywnos$ci aktywnos$¢ trytu musi
by¢ przynajmniej 3 razy wyzsza od aktywno$ci wegla-14. Wynika to z charakterystyki
promieniowania obydwu izotopow, rozktad energii promieniowania p z '*C naklada sig
w okolo 35% na podobny rozktad *H w zakresie stosowanym podczas pomiaréw aktywnosci
*H (zbierajacym 99.9% aktywnosci trytu), podczas gdy tryt naktada sie tylko w okoto 0.1% na
mierzone promieniowanie ''C (zbierajace okolo 65% wszystkich zliczen wegla-14).
Dodatkowa komplikacja jest takze fakt gaszenia promieniowania przez niektore zwiazki.
Nowoczesne liczniki scyntylacyjne uwzgledniaja zarowno naktadanie si¢ zakresow promie-
niowania, jak 1 gaszenie promieniowania przez zastosowanie kalibracji na probki zawierajace
rozne ilosci zwigzkdéw gaszacych promieniowanie wewngtrznego wzorca licznika.

Zliczenia rozpadéw promieniotworczych sa opisywane rozkladem Poissona. Aby
pomiar radioaktywnosci probki byt wiarygodny nalezy zebra¢ przynajmniej 350 tys. zliczen
dla kazdego izotopu, co pozwala uzyska¢ btad pomiaru nizszy od 0.25%. Warto uzyskac taka
ilos¢ zliczeh w kilku krotszych pomiarach celem uniknigcia bledu systematycznego
mozliwego podczas wykonywania tylko jednego dtugiego pomiaru.

W czasie do$wiadczenia nalezy zebra¢ przynajmniej 98% produktu i odzyskanego
substratu, aby mozna byto wiarygodnie okresli¢ ich radioaktywnos¢. Unika si¢ w ten sposob
mozliwo$ci wystapienia efektu izotopowego podczas oczyszczania. Najlepiej jest najpierw

izolowac¢ (np. z kolumny chromatograficznej) produkt, a potem substrat.
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Istotne jest wykonanie odpowiednich eksperymentow kontrolnych dla 0 i 100% prze-
reagowania. Warto takze sprawdzi¢ KIE w pozycjach uzywanych jako znacznik pilotowy.

Radioaktywne zanieczyszczenia substratu uniemozliwiaja przeprowadzenie wiarygod-
nych pomiarow KIE.

Wada metody jest konieczno$¢ pracy ze zwiazkami radioaktywnymi, a zaleta duza
doktadno$¢ pomiaréw (nawet do 0.3%; Parkin, 1991).

Metody radiochemiczne stosowano takze do okre$lenia efektow izotopowych na
wiazanie substratu przez enzym (Lewis & Schramm, 2003). Nalezy wtedy zmiesza¢ nadmiar
enzymu ze znakowanym substratem (wygodnie jest uzy¢ metody podwdjnego znakowania)
przy braku kofaktora lub innego substratu (tak aby nie zachodzila reakcja, lecz tylko wiazanie
substratu). Nastgpnie roztwdr czgsciowo saczy si¢ grawimetrycznie przez membrang
przepuszczalna dla substratu, ale nie dla kompleksu enzym-substrat, i mierzy radioaktywnosci
roztworéw po obydwu stronach membrany, tzn. przesaczonego (Rq) 1 nieprzesaczonego (Ryg).
Radioaktywnos$¢ wlasciwa zwigzanego substratu (R,) uzyskuje si¢ z rownania (7):

L _R}*f ™)
gdzie f to utamek substratu zwigzanego przez enzym wyznaczany z radioaktywnosci
znacznika pilotowego w okres§lonej objgtosci roztworu.

W metodzie konkurencyjnej pomiaru KIE stosuje sig takze inne techniki, np.:

1. spektroskopi¢ NMR - jest szczegdlnie przydatna w badaniach efektow izotopowych
'H/?H, albowiem w spektroskopii 'H-NMR jadra deuteru nie sa wykrywane. Aby
okresli¢ procentowa zawarto$§¢ protu nalezy policzy¢ intensywnos$¢ jego sygnatu
w stosunku do wzorca wewnetrznego. Dodatkowa zaleta jest to, ze technika "H-NMR
daje mozliwo$¢ wyznaczenia stopnia przereagowania (V. Anderson, prywatne
doniesienie).

2. spektrometri¢ mas — daje mozliwos$¢ wyznaczenia wzglednej zawarto$ci obydwu izo-
topow wobec siebie poprzez poroéwnania pola powierzchni pod pikami odpowiadaja-
cymi kazdemu z izotopdéw. Podczas pomiaréw nalezy pamigta¢ o tym, ze nalezy tak
ustawi¢ aparaturg, aby piki byly jak najmniej ostre, albowiem wtedy znacznie doktad-
niej mozna wyznaczy¢ pole powierzchni pod nimi. Szczegdlnym rodzajem uzycia
techniki MS w pomiarach KIE jest tzw. IRMS (isofope ratio mass spectrometry; apa-
ratura jest dostosowana specjalnie do pomiaréw izotopowych). Mozna go stosowac
dla reakcji, w wyniku ktérych otrzymuje si¢ dobrze zdefiniowane (pod katem MS)
produkty (gtownie sa to CO,, N, AgCl, lub NH; — mozna go szybko przeksztalci¢ do

N, za pomoca HBrO). Taki wymdg ogranicza mozliwo$¢ stosowania IRMS, ale jego
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zaleta jest duza dokladnos$¢ pomiarow pozwalajaca na pomiar efektow cigzkich jader,

tj. 2C/PC, "N/PN, 1%0/'0, *C17Cl. Doktadnos$é ta siega niekiedy 0.01%. W tego

typu badaniach stosuje si¢ zwiazki o naturalnym sktadzie izotopowym pierwiastka

w badanej pozycji, oraz monoizotopowe dla tego pierwiastka w pozostaltych pozyc-

jach. Wzgledna zawarto$¢ izotopoOw uzyskana podczas pomiarow odnosi si¢ do stan-

dardu, ktorym jest badany zwiazek o naturalnym sktadzie izotopowym (Weiss, 1991).

W kazdej z tych technik podstawowe zasady wyznaczania KIE sa podobne do metody
radiometryczne;j.

Ciekawym podejsciem eksperymentalnym do pomiaréw KIE jest metoda perturbacyj-
na. Jest to metoda konkurencyjna (umozliwia wyznaczenie KIE na k../Kn, a takze efektu
rownowagowego), gdzie mierzy si¢ roznicg w szybkosci reakcji pomiedzy zwiazkami
znakowanymi badanymi izotopami. Nalezy sporzadzi¢ rOwnowagowa mieszaning produktow
1 substratow, z ktérych jedne sa znakowane (o wzbogaceniu bliskim 100%), a drugie nie.
Dodanie enzymu spowoduje pewne wychylenie od stanu réwnowagi spowodowane efektem
izotopowym, po czym nastepuje powrdt do nowego stanu réwnowagi. Metoda perturbacyjna
znajduje duze zastosowanie dla badan nad racemazami, gdzie mieszanina rownowagowa
enancjomeréw jest dobrze zdefiniowana jako 1:1 (Toney, 2003). Zwykle w tego typu
pomiarach stosuje si¢ spektrofotometrie UV-VIS, ale stosowano takze polarymetri¢ (Bennott
& Sinnott, 1986).

2.3.1.2. Pomiar kinetycznych efektow izotopowych metoda niekonkurencyjng

Metoda niekonkurencyjna polega na wykonaniu pomiaréw kinetyki dla zwiazkow
znakowanych badanymi izotopami.

Pomiary kinetyki stanu stacjonarnego reakcji (pozwalaja one wyznaczy¢ KIE na po-
czatkowe szybkosci reakcji) prowadzi si¢ przygotowujac typowo od 6 do 10 probek zawiera-
jacych rozne st¢zenia substratu. Podczas przygotowania najlepiej jest sporzadzi¢ mieszaning
zwierajaca bufor, kofaktory i enzym, a nast¢pnie rozpipetowac ja na probki tak, aby reakcjg
inicjowalo dodanie r6znych ilosci substratu. Taka strategia pozwala na zminimalizowanie
btedow pipetowania reagentéw. Do pomiaru kinetyki najczesciej stosuje si¢ spektrofotometrig
UV-VIS. Jesli zaden z substratéw lub produktéw reakcji nie posiada znaczacej absorpcji,
mozna zastosowaé uktad sprzgzony, ktory z duzo wigksza szybkos$cia od badanej reakcji (aby
szybkos$¢ byla limitowana tylko zachodzeniem giownej reakcji) nieodwracalnie przeksztalca
ktorys$ z produktow dajac jednoczesnie mozliwos¢ detekeji zmian.

Stezenia substratu duzo wyzsze od K, pozwalaja na do$¢ doktadne wyznaczenie ke,

stezenia nizsze sprzyjaja bardziej doktadnym pomiarom k../K;,. Reakcje przeprowadza si¢
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réwnolegle. Po zmierzeniu szybkosci reakcji nalezy optymalizowa¢ dane (szybkosci reakcji
dla odpowiadajacych im stezen substratow) do réwnania kinetycznego. Najczesciej jest to
réwnanie Michaelisa-Menten, ktore stosuje si¢ dla enzymoéw dziatajacych wg kinetyki
pierwszego lub pseudopierwszego rzedu. Wartos¢ KIE uzyskuje si¢ pordwnujac parametry
dla zwiazkéw znakowanych badanymi izotopami.

Wada metod niekonkurencyjnych sa duze btedy eksperymentalne (zwykle okoto 5%),
dlatego znajduja one zastosowanie dla pomiaréw pierwszorzedowych efektow 'H/?H. Zaleta
jest mozliwos¢ uzyskania wielkosci KIE na kea/Kyy, jak 1 na kgt

Niezwykle uzyteczne w eksperymentalnym wyznaczaniu pierwszorzedowych KIE
wodoru sa metody oparte o spektrofotometri¢ zatrzymanego przeptywu. Pozwalaja one na
badanie reakcji zachodzacych przed osiagnigciem stanu stacjonarnego reakcji enzymatycznej
(w czasie rzedu milisekund). W ten sposdb mozna wyznacza¢ efekty izotopowe w procesach
asocjacji substratu z enzymem, jak i na poczatkowe etapy katalizy.

Innym podejéciem jest badanie efektéw izotopowych na pojedynczy cykl katalityczny.
Mozna to osiagna¢ dodajac molowy nadmiar enzymu w stosunku do substratu. Mozna tez
doda¢ reagenta putapkujacego kompleks enzym-produkt po jednym cyklu katalitycznym. Ta
metoda nadaje si¢ tylko do pomiaréw pierwszorzedowych efektow wodoru ze wzgledu na

duze bledy eksperymentalne (McFarland, 1991).

2.3.2. Interpretacja kinetycznych efektow izotopowych

Reakcje enzymatyczne charakteryzuja si¢ na ogdt ztozono$cia i1 wieloetapowoscia
procesu katalitycznego. Do interpretacji KIE przydatna jest analiza poszczegolnych etapow.
W tym celu nalezy wyprowadzi¢ réwnanie kinetyczne na szybko$¢ reakcji. Jako przyktad
zostanie uzyty najbardziej powszechny i najprostszy model reakcji enzymatycznej — model
Michaelisa-Menten (Schemat 20).

K, k,
ES——E+ P

E+S
k-l

Schemat 20. Mechanizm kinetyczny reakcji enzymatycznej wg Michaelisa-Menten
Podany przyktad zaktada odwracalny etap tworzenia kompleksu enzym-substrat (ES)

z enzymu E 1 substratu S (etap charakteryzowany jest stala ki, i stala jego rozpadu k.;, stata
dysocjacji tego kompleksu to stala Michaelisa, ktora jest rowna ilorazowi k_; 1 k) 1 nastepczy
etap nieodwracalny (tzn. taki, ktory ma wzglednie duza barier¢ energetyczna procesu;
charakteryzowany stala k» ).

Szybko$¢ tworzeniu produktu (v) opisuje rownanie Michaelisa-Menten (8):
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_ ke *[ST*[E]

T, +1S) ®)

Aby opisa¢ wartos¢ kq./K, nalezy wiedzie¢, ze szybko$¢ kazdej reakcji czastkowe;j
to iloczyn stezen substratow 1 statej szybkosci takiej reakcji. Celem obliczenia st¢zenia ES
nalezy zatozy¢ stan stacjonarny, tzn. ze szybkosci tworzenia i rozktadu dla kazdego
z produktow przejsciowych reakcji z osobna sa sobie réwne, a ich stezenia nie zmieniaja si¢
w trakcie trwania reakcji (zatoZzenie Bodensteina). W ten sposob uzyskujemy rownanie stalej
szybkos$ci tworzenia produktow (9):

k, *k,

k,/K,6 =———— 9
cat m k2+k_1 ()

Wzér na KIE (ayk) na kea/ K w takiej reakeji to (10):

al *(az +a_17*]€21‘)

[K,)y _ Ky 2k *(kyy + k) _ ko (10)
a_, *(1 +ki)
-1L

a = (k
V/K (k

cat

ca ! Koy gy k)% ko *kyy
gdzie symbole z indeksem L oznaczajq state szybkosci w reakcji ze zwiazkiem znakowanym
izotopem lzejszym, a z indeksem H — z izotopem cigzszym. Indeksy przy wielkosci KIE (o)
oznaczaja kinetyczny efekt izotopowy na reakcje elementarna opisywana stala szybkosci
z podobnym indeksem (Paneth, 1985).

W powyzszych rownaniach mozna przyjaé szereg zalozen, np. ze brak jest
kinetycznego efektu izotopowego na proces tworzenia ES, etc., celem uproszczenia
interpretacji wynikow.

Innym sposobem zapisu rownania na obserwowany KIE (oy/kobs) Na Kear/Ki, jest (11):

a+C,+C . *a,
1+C, +C,

(In

aV/K()bs =

gdzie:

e « to kinetyczny efekt izotopowy na etap wrazliwy na podstawienie izotopowe.

o C; to tzw. forward commitment, ktory jest suma czlondw konstruowanych dla
wszystkich produktow przejsciowych w reakcji od pierwszego zawierajacego enzym
zasocjowany z substratami i ewentualnym kofaktorem do substratu dla etapu
wrazliwego na podstawienie izotopowe. Czlony konstruuje si¢ w kolejnosci odwrotne;j
do pojawiania si¢ odpowiadajacych im produktéw przejSciowych. Dla substratu
w etapie wrazliwym na podstawienie izotopowe czton jest stosunkiem statej szybkosci

zuzywania tego zwiazku przejsciowego w kierunku tworzenia produktu koncowego
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aVobs =

gdzie:

do statej zuzywania w kierunku substratow reakcji. Drugi czton jest iloczynem cztonu
poprzedniego i analogicznego stosunku statych szybkoS$ci zuzywania zwiazku
przejsciowego dla ktérego liczony jest czton. Kolejne cztony tworzy si¢ analogicznie.
C; to tzw. reverse commitment, ktéry z kolei jest suma cztondw konstruowanych dla
wszystkich zwiazkow przejsciowych od pierwszego utworzonego w etapie wrazliwym
na podstawienie izotopowe do ostatniego przed pierwszym nieodwracalnym etapem
reakcji. Czton dla pierwszego ze wspomnianych zwiazkoéw przejsciowych jest
stosunkiem stalej szybkosci przeksztatcenia zwigzku w kierunku substratow do stalej
prowadzacej w kierunku produktéow. Czton dla kolejnego zwiazku przejSciowego jest
ilorazem czlonu zwiazku poprzedniego 1 analogicznego stosunku statych szybkosci dla
zwiazku, dla ktérego wyprowadza si¢ czton. Kolejne elementy sumy tworzy sig
analogicznie.

Oeq to TOWNowagowy (termodynamiczny) efekt izotopowy reakcji — stosunek statych
roéwnowagi reakcji dla zwiazku znakowanego izotopem 1zejszym to podobnej wartosci
dla izotopu cigzkiego.

Podobnie w rdwnaniu (12) na obserwowany KIE (ayops) na ke

R,
a+——+C. *a,

fR (12)
1+-L+C

E,

R to tzw. udzial etapu wrazliwego na podstawienie izotopowe w katalizie. Jest to
suma czlondow policzonych dla poszczegdlnych zwiazkéw przejsciowych
(w kolejnosci pojawiania si¢ w procesie katalitycznym) liczac od nastgpnego po
kompleksie zawierajacym enzym, substraty i kofaktor (tzn. od pierwszego produktu
reakcji chemicznej) do substratu dla etapu wrazliwego na podstawienie izotopowe,
oraz od zwiazku przejsciowego powstajacego z produktu etapu wrazliwego na
podstawienie izotopowe do koncowych produktow. Kazdy z czlondéw to stosunek
stalej szybkosci w kierunku tworzenia produktéw dla etapu wrazliwego na
podstawienie izotopowe do tzw. sieciowe] statej szybkosci. Sieciowa stata szybkosci
dla produktow reakcji nieodwracalnych 1 dla substratu w etapie wrazliwym na
podstawienie izotopowe jest roOwna stalej szybkoSci tworzenia takiego zwiazku
z poprzedniego zwiazku przejsciowego. Dla pozostatych produktéw przejsciowych
sieciowa stala szybkosci jest rowna stosunkowi iloczynu stalej szybkosci tworzenia

takiego produktu z poprzedniego zwiazku przejSciowego 1 statej przeksztalcenia
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w nastgpny zwiazek przejsciowy do sumy stalych szybko$ci rozpadu zwiazku

przejsciowego w strong substratéw i produktow reakcji;

e Er jest suma stalych rdwnowagi tworzenia substratu do etapu wrazliwego na
podstawienie izotopowe z poszczegolnych zwiazkdéw przejsciowych (pojawiajacych
si¢ kolejno podczas katalizy) poczynajac od pierwszego kompleksu enzymu
z substratami 1 kofaktorem. Do tej sumy dodaje si¢ 1.

Powyzsze rownania mozna konstruowaé w celu powiazania zaobserwowanych pierw-
szorzegdowych KIE z efektem rownowagowym z kinetycznym efektem izotopowym na etap
wrazliwy na podstawienie izotopowe. Mozna tez rozbudowacé opisane wyrazenia o etapy aso-
cjacji z substratami 1 interpretowa¢ KIE w zaleznos$ci od st¢zen substratow (Northrop, 1991).

Mozna stosowaé opisane podejscie do wielokrotnych efektéw izotopowych dla
roznych pierwiastkow i rozwiazujac odpowiednie rownania okresla¢ rézne parametry reakcji,
oraz je interpretowa¢ (Hermes et al., 1982).

W reakcjach, podczas ktorych nastgpuje oderwanie protonu od atomu wegla, waznym
zroédtem informacji sa badania zaleznosci pierwszorzgdowego KIE wodoru od rodzaju izotopu
wegla wprowadzonego w tej pozycji. JeSli oderwanie protonu zachodzi przynajmniej
dwuetapowo, wtedy zwigkszenie masy atomu wegla spowoduje zmniejszenie KIE.
W podobnej sytuacji dla procesu synchronicznego KIE ulegnie zwigkszeniu (lub si¢ nie
zmieni, jesli o szybkosci catej reakcji decyduje calkowicie tylko etap oderwania protonu).
Analogicznie  mozna  analizowa¢  zaleznosci  pomigdzy  oderwaniem  protonu
a rozpuszczalnikiem (Toney, 2003).

Efekty drugorzgdowe sa interpretowane na ogdt w sposob jakosciowy. Im bardziej taki
efekt jest zblizony wartoscia do efektu rownowagowego, tym bardziej badany atom podczas
stanu przejsciowego zajmuje pozycje zblizona do tej zajmowanej w produkcie. Efekt
rownowagowy jest efektem odwrotnym, gdy czestosci drgan wigzania z badanym atomem sa
wyzsze dla produktu, niz dla substratu. Jesli efekt rownowagowy jest normalny, to czgstosci
drgan sa wyzsze w substracie. Efekt odwrotny moze tez wynika¢ z silniejszego wiazania
badanego atomu przez enzym podczas stanu przejsciowego, niz w substracie 1 w produkcie
(Cook et al., 1981).

2.3.2.1. OkreSlanie mechanizmu kinetycznego reakcji za pomoca kinetycznych efektow
izotopowych
Wyznaczajac KIE dla réznych stgzen poszczegdlnych substratdow mozna rozrdznié

miedzy soba mechanizmy reakcji wielosubstratowych, np.:

61



sekwencyjne (wszystkie substraty wiaza si¢ z enzymem przed uwolnieniem
pierwszego produktu) uporzadkowane (gdzie substraty wiaza si¢ w $ci§le okreslonej
kolejnosci), wtedy KIE na ke./Kp, jest rowny 1 dla pierwszego z wiazanych przez
enzym substratow);

sekwencyjne losowe (substraty wiaza si¢ w losowej kolejnosci), KIE na ke./Ky, sa
wtedy rozne od 1 i od siebie; mniejszy KIE bedzie obserwowany dla substratu, ktory
z wigkszym prawdopodobienstwem utworzy produkt; jesli jednak to
prawdopodobienstwo bedzie podobne dla obydwu substratow podobne, wtedy KIE
rowniez beda sobie rowne);

sekwencyjne losowe z szybkim ustalaniem si¢ rownowag czastkowych,

sekwencyjne uporzadkowane z ustalaniem si¢ czastkowych rownowag (w obydwu
wypadkach obserwuje si¢ rowne KIE na na kea/Kp);

typu ,,ping-pong” (gdzie przynajmniej jeden z substratow jest wiazany po uwolnieniu
pierwszego z produktow; dla takiego substratu KIE na ke./Kp, jest rowny 1).

W okre$leniu typu mechanizmu reakcji wielosubstratowych pomocne moze okazac si¢

zbadanie zalezno$ci KIE od stezenia produktow reakeji, np.:

1.

dla mechanizmu sekwencyjnego uporzadkowanego KIE na k¢./Ky zmniejsza sig¢ ze
stezeniem produktow do wartosci efektu rownowagowego, a KIE na k., maleje do
warto$ci pomigdzy efektem rownowagowym a 1.

w mechanizmie sekwencyjnym losowym efekty na ke,/K;, 1 na ke, maleja do wartosci
wigkszych od efektu rownowagowego ze wzrostem stezenia substratow (wigkszy KIE
na ke./K; obserwuje si¢ dla produktu, ktory z wigkszym prawdopodobienstwem
ulegnie przeksztalceniu w substraty).

dla mechanizmu z szybkim ustalaniem si¢ rownowag czastkowych KIE nie zaleza od
stezenia produktow. Uzycie metod uzupeklniajacych pozwala na dokladne
zidentyfikowanie typu mechanizmu.

Efekty izotopowe pozwalaja takze na badanie enzyméw allosterycznych. Jesli

w trakcie katalizy obserwuje si¢ zmiang KIE na kq/Kp 1 na ke to oznacza, ze allosteria

wpltywa na state szybkosci reakcji (do pierwszego etapu nieodwracalnego) w kierunku

produktow. Jesli zmienia si¢ KIE na ke, @ KIE na kq./Ky, pozostaje staty, wtedy zmianie

ulega stata szybkosci dla etapu tworzenia koncowego produktu. W odwrotnej sytuacji (KIE na

kea/Km si¢ zmienia, a KIE na ke, jest bez zmian) zmieniona jest stala dysocjacji jednego

z substratow. Jesli obydwa rodzaje efe-ktow sa state, co najwyzej jedna ze stalych etapow

katalizy moze by¢ zmieniona (Cook, 1991).
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2.3.2.2. Zalezno$¢ kinetycznych efektow izotopowych od pH

Waznym aspektem badan mechanistycznych reakcji enzymatycznych sa zaleznosci
parametréw reakcji (oprocz KIE trzeba uwzgledniaé niezaleznie wielkosci Kea/Kp, Keat, Stale
inhibicji lub aktywacji) od pH. Takie dane pozwalaja wyznaczy¢ pK, grup kwasowo-
zasadowych kluczowych dla katalizy. Ta warto$¢ bgdzie rowna takiemu pH, gdzie warto$¢
parametru zmieni si¢ dwukrotnie. Jesli etap zalezny od pH jest jednoczes$nie etapem
wrazliwym na podstawienie izotopowe, mozna wyr6ézni¢ mechanizmy:

1. gdzie substrat wigze si¢ do odpowiednio uprotonowanej formy enzymu (wtedy KIE
nie zalezy od pH, podobnie, jak warto$ci Kea/Ki 1 Keat);

2. gdzie stopien uprotonowania nie wptywa na wiazanie substratu (KIE zalezne od pH,
podobnie wartosci Kea/Kp 1 kear);

3. gdzie substrat wiaze si¢ do obydwu form enzymu, lecz wiazanie do nieuprotonowanej
formy powoduje powstanie nieaktywnego kompleksu (KIE na k../K;, jest niezalezny
od pH, cho¢ sama warto$¢ na k../K,, bedzie zaleze¢ od pH);

4. gdzie substrat wiaze si¢ tylko do poprawnie uprotonowanego enzymu, ale jego
protonowanie powoduje powstanie nieaktywnego kompleksu (KIE na kg, jak
1 wartosci Kea 1 keat/Kiy zalezne od pH, warto$¢ KIE na k./Ky, nie zalezy od pH).

Jezeli etapy zalezny od pH 1 wrazliwy na podstawienie izotopowe sa rozne, to
interpretacja danych wyznaczonych w zaleznosci od pH jest bardziej skomplikowana

1 wymaga dodatkowych danych (Cook, 1991).

2.3.2.3. Kinetyczne efekty izotopowe wodoru dla roznych kombinacji izotopow
Wyznaczenie pierwszorzegdowych kinetycznych efektow izotopowych dla réznych

kombinacji izotopow wodoru (dla tego pierwiastka mozna stosowac takie podejscie ze

wzgledu na duze wartos$ci efektow) pozwala na uzycie zaleznosci Swaina 1 Schaada do

wyznaczenia KIE na etap wrazliwy (o) na podstawienie izotopowe (13).

b -1 Pa-1 Pa—1
TaV/Kobs — Ta — = 342 (13)
Ay ops — 1 a-1 a -1

W réwnaniu (13) ayikops 0znaczaja obserwowany KIE na ke./K,, gorny indeks oznacza
odpowiednio efekt 'H/*H dla D, i 'H/°H dla T.
Takie podejscie umozliwia tez wyznaczenie udziatu szybko$ci etapu oderwania

protonu (k) w catkowitej szybkosci katalitycznej keu, badz stosunku szybko$ci oderwania

63



protonu do bezposredniej statej dysocjacji kompleksu enzym — substrat (K4) w sumarycznej

wartosci keo/Kp (rownania 14 1 15).

k Ayops — 1

RKewr _ Gyops =1 14
k a—1 (14
kcat /Km — Ay ) Kobs -1 (15)
k/K, a-1

Oyobs to obserwowany KIE na k. Dzigki takiemu podej$ciu mozliwe jest wyznaczenie
bezwzglednych wartosci k 1 Ky. Taka metoda nie moze by¢ stosowana wtedy, gdy reverse
commitment (C;) jest zaniedbywalnie maty (Northrop, 1975).

Zalezno$ci Swaina 1 Schaada (16) wiaza ze soba bezposrednie efekty izotopowe (o) na

pojedyncza reakcje elementarna dla réznych kombinacji izotopow wodoru.

T D 1442 D/T 2
a="a"*P=""T g% (16)

DT to efekt “H/*H.

Zaleznosci te sa prawdziwe tylko dla pierwszorzedowych efektow wodoru, gdy etap
oderwania badz wytworzenia wiazania z atomem wodoru decyduje w 100% o szybkosci
reakcji. Wynikaja one z zatozenia zachowania si¢ wigzania jako oscylatora harmonicznego.
Inne zatozenia zalezno$ci Swaina i Schaada to zaniedbywalnie mata masa atomu wodoru
w stosunku do masy catej czasteczki, zaniedbywalnie mate r6znice w energii dla czasteczek
z podstawionymi roéznymi izotopami wodoru (poza rdéznica w energii wibracyjnej stanu

podstawowego) 1 brak tunelowania (Swain et al., 1958).

2.3.3. Rozpuszczalnikowe efekty izotopowe

W reakcjach w wyniku ktorych nastgpuje przeniesienie protonu, jego dotaczenie, badz
dysocjacja cennym narzedziem badawczym sa efekty rozpuszczalnikowe 'H/°H. Podczas ich
wykonywania nalezy pamigta¢ o unikaniu zanieczyszczenia wody deuterowanej protem, np.
czasem dobrze jest wymieni¢ labilne protony w preparacie enzymu na deuterony. Celem
wyznaczenia KIE nalezy zmierzy¢ kinetyczne parametry reakcji (kea, Kin) w wodzie zwyktej
1 deuterowanej. Mozna tez zmierzy¢ szybkos$ci reakcji przy okreslonym stgzeniu substratow
w obydwu rozpuszczalnikach. W celu wyznaczenia KIE mozna optymalizowac state
kinetyczne reakcji w wodzie cig¢zkiej (dkcat, 9K.n) do danych eksperymentalnych (szybkosé
dy i stezenie substratu S) z reakcji w wodzie deuterowanej do rownania Michaelisa — Menten
(7), lub do jego modyfikacji (17):

d d

_ap . ST 4 o K
V= kcat K +[S]+ (kcat/Km) K +[S] (17)

m m
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Dla reakcji w mieszaninie wody zwyklej i cigzkiej (p to utamek molowy deuteru)
uzywa si¢ rownania (18), w ktorym wielkosci z indeksem p oznaczaja wartosci dla reakcji
W mieszaninie izotopowej rozpuszczalnikow:

d d d
_V _ kcat * [S] + (kcat /Km) * K
K, +[S] "(k

- (18)

"y Pk /K,) K, +[S]

cat cat

Zrbédlem waznych informacji moze by¢ zbadanie zalezno$ci rozpuszczalnikowego KIE
od zawartosci deuteru w rozpuszczalniku. Rownanie Grossa-Butlera (19) opisuje zalezno$¢

statej katalitycznej w mieszaninie izotopowej wody 1 wody cigzkiej od parametréw reakcji:

[[a-p+p*sD)

pk‘t:kwt* : R 19
N [10-p+p*gNs1-p+pg,) (19)

gdzie ¢'; — stala wymiany izotopowej danego protonu bioracego bezposredni udzial
w katalizie na deuteron dla stanu przejéciowego reakcji, ¢"; — stala wymiany izotopowej
protonu bioracego bezposredni udzial w katalizie na deuteron dla substratu, ¢, — stata
wymiany izotopowej protondéw na deuterony w otoczeniu, tzn. w miejscach mogacych
posrednio wptywaé na przebieg reakcji, q - ilos¢ miejsc protonowych wptywajacych
posrednio na przebieg reakcji.

Dla miejsc kwasowo-zasadowych w aminokwasach biatkowych (poza cysteina) stala
wymiany izotopowej protonu na deuteron wynosi w przyblizeniu 1. Wiedzac to mozna
interpretowacé zalezno$¢ KIE od skiadu izotopowego wody. Jesli wymiana tylko jednego
protonu w stanie przejsciowym ma znaczenie dla szybkosci reakcji obserwuje si¢ malejaca
prostoliniowa zalezno$¢ KIE od utamka molowego deuterondw w jonach wodorowych wody.
Jesli wigeej protondw uczestniczy w tym procesie, to wartosci KIE sa nieco nizsze, niz dla
zalezno$ci prostoliniowej. Krzywa ma ksztatlt tuku przecinajacego prosta opisujaca
wspomniang zalezno$¢ prostoliniowa przy 0 1 100% zawarto$ci deuteru. Im wigcej
wymienialnych protonéw uczestniczy w tworzeniu stanu przejsciowego, tym wigksze jest
zakrzywienie tuku. Jesli wartosci KIE sa nieco wyzsze niz dla zalezno$ci prostoliniowej, to
oznacza, ze na niektorych czynnikach w rownaniu Grossa-Butlera istnieje odwrotny efekt
izotopowy np. na atomach wodoru z otoczenia centrum aktywnego (Quinn & Sutton, 1991).

Zmiany sumy forward i reverse commitment (Cr 1 C;) w wodzie 1 w wodzie cigzkiej
Swiadcza o istotnos$ci zmian konformacyjnych w czasteczce enzymu podczas katalizy
(Cleland, 2004).

Spektroskopia w podczerwieni daje mozliwos¢ bardzo doktadnego pomiaru wzgledne;j
zawartosci deuteru i protu w wodzie cigzkiej poprzez pomiar absorpcji pasm w HDO przy

1668nm. Jest to bardzo doktadna dobra metoda do pomiaréw zawartosci deuteru.
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Obserwowany KIE (aobs) jest funkcja efektu rzeczywistego (o) 1 zawartosci deuteru

(p) opisana rownaniem (20; Northrop et al., 1991):

a, =———— (20)

2.3.4. Nieklasyczne zjawiska wykrywane za pomoca Kinetycznych efektow
izotopowych

KIE pozwala na badanie bardzo wielu ciekawych zjawisk w reakcjach
enzymatycznych. Do najbardziej spektakularnych naleza sprzgzenie w ruchu atomow
1 tunelowanie. Obydwa zjawiska wykazano dotychczas tylko dla atomoé6w wodoru.

Sprzgzenie ruchu atoméw polega na przechodzeniu atomu wodoru odrywanego
w trakcie reakcji na miejsce geminalnego atomu wodoru wykazujacego drugorzedowy KIE.
Musi ono zachodzi¢ w stanie przejsciowym. Tego typu zjawisko objawia si¢ podwyzszonym
efektem drugorzedowym (przekraczajacym efekt rownowagowy), oraz zanizonym efektem
pierwszorzegdowym. Deuterowanie atomu wodoru wykazujacego drugorzegdowy KIE powodu-
je zwigkszenie pierwszorzgdowego KIE. Sprzg¢zenie ruchu atomoéw wykryto po raz pierwszy
dla drozdzowej dehydrogenazy alkoholowej (Kurz & Freiden, 1980; Cook et al., 1981).

Tunelowanie wodoru polega na jego oderwaniu przy energii nizszej od bariery
energetycznej procesu, réwniez ono jest czeste w reakcjach katalizowanych przez
dehydrogenazy (Huskey & Schowen, 1983).

Przestanka tego typu procesOow moze by¢ zlamanie tzw. reguly S$redniej
geometrycznej, ktora mowi, ze sumaryczny wielokrotny efekt izotopowy jest réwny
iloczynowi efektéw izotopowych w poszczegoélnych pozycjach. Oznacza to, ze gdy efekty
izotopowe sa od siebie zalezne mozliwe jest sprz¢zenie ruchu atoméw badz tunelowanie
w danym procesie.

Tunelowanie mozna wykry¢ poprzez badanie KIE w zaleznosci od temperatury
wykorzystujac rownanie Arrheniusa. Nalezy wykresdli¢ zalezno$¢ logarytmu naturalnego
statych szybkosci dla obydwu izotopoéw od odwrotno$ci temperatury (zwykle jest to zalezno$§¢
prostoliniowa). Tunelowanie wodoru powoduje znacznie wigksze zakrzywienie prostej
nakre$lonej dla protu, niz dla deuteru. Proste (ekstrapolowane z waskiego przedziatu
temperatur, w jakim mozna bada¢ reakcje enzymatyczne) przecinaja si¢ w takim przypadku
na wykresie (dla okreslonej temperatury), a stosunek wartosci cztonu przedwyktadniczego
roéwnania Arrheniusa (wyznaczony dla nieskonczonej temperatury) dla ‘H/'H jest nizszy od

0.7. Dodatkowo bezposredni pierwszorzgdowy kinetyczny efekt izotopowy deuteru na bada-
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nym atomie wodoru musi by¢ anomalnie duzy (zwykle wigkszy od 10), a réznica w energii
aktywacji reakcji pomig¢dzy izotopologiem deuterowym i protowym powinna by¢ wyzsza od
1.414kcal/mol (tzw. kryteria Bella). Taka metode mozna stosowa¢ wtedy, gdy o szybkosci
reakcji decyduje glownie etap odrywania protonu (Grant & Klinman, 1989; Parker, 2004).

Do wykrycia tunelowania w reakcjach, o ktorych szybkosci decyduje gtownie etap
odrywania protonu, mozna zastosowa¢ rowniez zaleznosci Swaina-Schaada (Swain et al.,
1958;2.3.2.3.).

Jesli efekt "H/°H obliczony z efektow 'H/”H lub “H/°H za pomoca wspomnianych
zalezno$ci jest wigkszy od efektu zaobserwowanego, wtedy prawdopodobnie w reakcji
nastgpuje tunelowanie protonu. Jesli jednak warto§¢ wyliczona KIE jest mniejsza od
zaobserwowanej mamy do czynienia ze zlozonoscia kinetyczna, tzn. nie tylko etap odrywania

protonu decyduje o szybkosci reakcji (Saunders, 1985).
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3. BADANIA WLASNE

3.1. Syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wegla i wodoru

W tej czgsci rozdzialu zamiescitem wyniki moich badan nad synteza znakowanych

L-tyrozyn. Otrzymanie tych zwiazkow bylo niezbedne do przeprowadzenia badan

mechanizmu dzialania rozkladu L-tyrozyny katalizowanej przez fenololiazg tyrozynowa za

pomoca metod izotopowych. W literaturze opisano kilka metod otrzymywania znakowanej

L-tyrozyny (2.2.), ale nie wszystkie z nich byty przydatne do moich celow. Podczas syntezy

napotyka si¢ na kilka utrudnien:

1.

konieczne jest uzycie metod stereoselektywnej syntezy w celu uzyskania niemal 100%
nadmiaréw enancjomerycznych. Zanieczyszczenie enancjomerem powoduje duze bledy
w wyznaczaniu kinetycznych efektow izotopowych;

nalezy zadba¢ o to, aby podczas wyodrgbniania aminokwasu nie nastapita jego racemiza-
cja. Taki wymog wyklucza uzycie silnie zasadowych reagentow podczas catej procedury;
silnie zasadowe S$rodowisko ulatwia utlenianie pierScienia aromatycznego tyrozyny.
Utlenieniem grozi takze zbyt dlugie przetrzymywanie aminokwasu w roztworze
w obecnosci tlenu. Podatno$¢ na utlenianie jest wywotana obecnoscia silnie aktywujace;j
grupy hydroksylowej zwiazanej z pierscieniem aromatycznym tyrozyny;

staba rozpuszczalnos¢ w wodzie (0.4%). Ta cecha moze by¢ w pewnych przypadkach
zaleta — dobrym sposobem izolacji tego aminokwasu jest niekiedy wytracenie z roztworu
obojetnego (tyrozyna znacznie lepiej rozpuszcza si¢ w Srodowisku zasadowym, nieco
stabiej w kwasnym, najtrudniej w obojgtnym);

konieczno$¢ pracy ze zwiazkami radioaktywnymi. Stosowane w tej pracy wegiel-14 1 tryt
emituja niskoenergetyczne elektrony (promieniowanie [°) bez jednoczesnej emisji
fotonow vy, stad jest to promieniowanie nieprzenikliwe (poza niewielkim
promieniowaniem hamowania pochodzacym od wyemitowanych elektronow). Dzigki
temu podczas pracy ze wspomnianymi izotopami wystarczy uzywacé ochrony w postaci
gumowych rgkawiczek bez konieczno$ci uzywania dodatkowych oston. Tym niemniej
radioaktywno$¢ komplikuje w znacznym stopniu wykonanie syntezy utrudniajac niemal
kazda operacjg, a cz¢$¢ czynnosci wreez jest niemozliwa;

wyjsciowe zwiazki znakowane sa kosztowne, dlatego tez, celem uniknigcia ryzyka utraty
cennych substratow, jak i optymalizacji procedury, nalezy najpierw wyprobowac¢ metode
z uzyciem zwiazkéw o naturalnym sktadzie izotopowym.

Istotnym elementem syntezy jest takze analiza otrzymanych zwiazkoéw obejmujaca

potwierdzenie istnienia tyrozyny bez zanieczyszczen potencjalnie przeszkadzajacych w dal-
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szych badaniach, okreslenia czysto$ci enancjomerycznej aminokwasu (dogodnym narzedziem
okazaly sig tutaj testy enzymatyczne), jak i potwierdzenie wprowadzenia znacznika izotopo-
wego w zadana pozycje (rowniez tutaj metody enzymatyczne zdaja si¢ by¢ nieocenione).

W tym podrozdziale podatem procedury pozwalajace na otrzymanie roznie
znakowanych "*C i °H L-tyrozyn. Podatem réwniez te metody, ktore okazaly si¢ nieskuteczne,
ale ta cze$¢ pracy ma takze pewna wartos¢ naukowa.

Przed przystapieniem do otrzymywania znakowanych zwiazkow przeprowadzalem
badania probne ze zwiazkami o naturalnym sktadzie izotopowym w celu ustalenia

optymalnych warunkoéw syntezy.

W badaniach uzywatem licznika scyntylacyjnego Wallac 1409, Raytest, Niemcy. Pomiary
scyntylacyjne prowadzitem uzywajac scyntylatoréw do probek niewodnych i wodnych (Sigma).
Pomiary pH przeprowadzalem na pH-metrze (Teleko Wroctaw N5172). Pomiary
spektrofotometryczne przeprowadzatem na spektrofotometrze UV-VIS 1202 Shimadzu.

Do analizy za pomoca chromatografii cienkowarstwowej uzywatem ptytek silikazelowych Merck,
60F,5¢ o grubosci 0.2mm. Temperatury topnienia oznaczalem w aparacie Koflera typu Boetius
i podawatem bez poprawek.

Do przeprowadzania reakcji uzywatem enzymow:

e fenololiazy tyrozynowej (P-tyrozynaza, TPL; EC 4.1.99.2.) =z Citrobacter freundii
o aktywnosci 6.9U/ul i stgzeniu 0.33mM, otrzymanej dzigki uprzejmosci prof. Roberta
S. Phillipsa z University of Georgia, Athens, USA; 1U enzymu rozktada 1pmol L-tyrozyny
w ciggu 1 minuty w pH 8.3 i w temperaturze 20°C;

e ftryptofanazy (EC 4.1.99.1.) z Escherichia coli (Sigma), o aktywnosci 0.0128U/mg, 1U to ilos¢
biatka wytwarzajaca 1umol indolu z L-tryptofanu w ciagu 1 minuty w pH 8.3 i temperaturze
37°C;

e liazy L-fenyloalaninowej (PAL; EC 4.1.3.5.) z Rhodotorula glutinis (Sigma) o aktywnosci
4.17U/ml i 0.44U/mg biatka. Zawarto$¢ biatka (metoda biuretowa) wynosita 10mg/ml. Enzym
znajdowatl si¢ w 60% wodnym roztworze glicerolu, 3mM Tris-HCI, 0.5M (NH4),SO4, pH 7.5;
1U enzymu przeksztalca 1.0pumol L-fenyloalaniny w (£)-cynamonian w ciagu 1 minuty przy
pH 8.5 i w temperaturze 30°C;

e 4’-monooksygenazy fenyloalaninowej (PMO; EC 1.14.3.1.) z watroby szczura opisanej
w podrozdziale 4.3.1.1.;

e dehydrogenazy L-mleczanowej (LDH; EC 1.1.1.27.) z migénia krolika, typ XI (Sigma), o ak-
tywnosci 1050U/mg i 1060U/mg biatka (oznaczonego metoda biurectowa). 1U przeksztatca
1.0umol pirogronianu w L-mleczan w ciagu 1 minuty w pH 7.5 i w temperaturze 30°C;

e katalazy (EC 1.11.1.6.) z watroby bydlecej (Sigma) o aktywnosci 30000U/mg biatka
i zawarto$ci bialka oznaczonej metoda biuretowa 30mg/ml. Enzym byl zawiesing wodna
zawierajaca okoto 0.1% tymolu. 1U rozktada 1.0pmol nadtlenku wodoru w ciagu 1 minuty
w pH 7.0 w 25°C, gdy stezenie nadtlenku wodoru spada z 10.3 do 9.2mM;

e dehydrogenazy alkoholowej (YADH; EC 1.1.1.1.) z drozdzy piekarskich (Sigma)
o aktywno$ci 340U/mg i 370U/mg biatka. Preparat zawieral 90% bialka oznaczanego

spektrofotometrycznie przy dhlugosci fali 280nm (El;g’0 ); 1 mniej niz 2% soli z buforu
cytrynianowego. 1U przeksztatca 1.0umol etanolu w aldehyd octowy w ciagu 1 minuty przy
pH 8.8 i w temperaturze 25°C;

e oksydazy p-aminkwasowej (D-AAO; EC 1.4.4.3.) z nerek $wini (Sigma) o aktywnosci
0.26U/mg; 1U przeksztatca 1.0umol p-alaniny w pirogronian w ciaggu 1 minuty w pH 8.3
w temperaturze 25°C w obecno$ci katalazy;

e transaminazy glutaminian:pirogronian (GPT; EC 2.6.1.2.) z serca §wini (Sigma) o aktywnosci
100U/mg biatka. Zawarto$¢ biatka oznaczonego metoda biuretowa wynosita 14mg/ml w 1.8M
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roztworze (NH4),SO4 o pH 6.0. 1U katalizuje przeksztatcenie 1.0umol a-ketoglutaranu do
L-glutaminianu w ciagu 1 minuty w obecnosci L-alaniny w pH 7.6 i temperaturze 37°C.

3.1.1. Metody analityczne

Kazda z otrzymanych znakowanych L-tyrozyn scharakteryzowatem za pomoca nizej

podanych metod analitycznych.

3.1.1.1. Spektroskopowa charakterystyka L-tyrozyny

Badania spektroskopowe pozwalaja na analiz¢ L-tyrozyny znakowanej izotopami
stabilnymi ze wzglgedu na znaczne wzbogacenie w izotop (na ogét >98%). Do analizy
L-tyrozyny znakowanej deuterem stosowalem spektrometri¢ mas (MS) i1 spektroskopig
protonowego rezonansu magnetycznego ( 'H NMR).

Spektrometria mas pozwala okresli¢c wzgledna zawarto$¢ izotopu przez poréwnanie
pikow molekularnych zwiazku znakowanego 1 nieznakowanego. Nie analizowatem
produktow fragmentacji. W badaniach stosowatem aparat Micromass z kwadrupolem
1 analizatorem czasu przelotu (Q-TOF). Czasteczki byly jonizowane za pomoca techniki
elektrorozpylania (ESI) w jonach dodatnich. W tych warunkach pik pseudomolekularny
L-tyrozyny wystgpowal przy m/z 182.09.

Spektroskopia 'H NMR pozwala na okreslenie wzbogacenia izotopowego przez
porownanie intensywnosci sygnatow protonéw pozostatych w znakowanej pozycji
z intensywnoscia pozostatych protondw. Deuter jest ,niewidoczny” w 'H NMR. Wielka
zaleta NMR-u sa informacje o miejscu podstawienia deuteru, ktore wynikaja z braku sygnatlu
dla okreslonych protonow, jak i1 z roznic w rozszczepieniach sygnatow sasiednich protonow.
Analizy wykonywatem na aparacie Varian 200 Unity Plus z uzyciem TMS jako wzorca
wewngtrznego pracujacym przy czestotliwosci 200MHz.

Widmo "H NMR nieznakowanej L-tyrozyny: (D,0) & 3.03 (1H, -H, dd, 7.7Hz, 15.4Hz),
3.20 (1H, g-H, dd, 5.7Hz, 15.4Hz), 3.93 (1H, a-H, dd, 5.7Hz, 7.7Hz), 6.87 (2H, ArH, d, 8.7Hz), 7.17
(2H, ArH, d, 8.7Hz)

3.1.1.2. Chromatograficzne badanie czystosci tyrozyny

Jakosciowe okreslanie czystosci L-tyrozyny wykonywatem za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej. Stosowalem chromatografie¢ podziatowa na ptytkach celulozowych
(Merck, DC Cellulose, bez wskaznika fluorescencyjnego, grubos¢ 0.1mm; uktad rozwijajacy
chloroform-metanol-20% wodny roztwor amoniaku 58:32:10 (v/v/v)), lub chromatografi¢
adsorpcyjna na ptytkach silikazelowych (Merck, 60F;s6, grubo$¢ 0.2mm, uktad rozwijajacy
acetonitryl-woda 4:1 (v/v)). Ptytki wywolywalem 0.5% roztworem ninhydryny w etanolu.

Celem analizy chromatograficznej byto wykrycie zanieczyszczenia otrzymanych preparatow
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tyrozyny substratami (L-fenyloalanina, S-metylo-L-cysteina) badz produktami utleniania

(dopa). Obecnos¢ tych zwiazkdw moze silnie falszowaé wyniki badan izotopowych.

3.1.1.3. Oznaczanie ilosci tyrozyny

Do oznaczania ilosci tyrozyny zastosowalem reakcj¢ z 1-nitrozo-2-naftolem

(Udenfriend & Cooper, 1952; Schemat 21).

N,NO,
OH
H,N._COOH OO ZN: _COOH

Schemat 21. Oznaczanie tyrozyny za pomoca l-nltrozo 2-naftolu

HO

Reakcje prowadzilem w obecnosci kwasu azotowego (III), ktory przeksztalca
I-nitrozo-2-naftol w s61 dwuazowa. Sol ta atakuje nastgpnie pier§cien aromatyczny tyrozyny
tworzac zwiazek dwuazowy, ktoéry silnie absorbuje $wiatlo o dlugosci fali 450nm. Stezenie
tyrozyny oznacza si¢ spektrofotometrycznie po wyekstrahowaniu zaktdcajacego pomiar
nieprze-reagowanego 1-nitrozo-2-naftolu.

Metoda pozwala na dos¢ doktadne (btad max. 1%) oznaczenie do okoto 40ug tyrozyny
w probce, wzrost absorpcji jest wprost proporcjonalny do stgzenia aminokwasu do wartosci
okoto 1.0. Wada takiego oznaczania jest interferencja ze strony innych zwiazkow
aromatycznych zawierajacych podstawniki silnie aktywujace podstawienie elektrofilowe
zwigzane z pierScieniem arylowym. Innym problemem jest uzywanie silnie rakotworczego

1-nitrozo-2-naftolu.

Oznaczanie:

Do analitu o objgtosci 1.00ml dodawatem 0.50ml 0.1% roztworu 1-nitrozo-2-naftolu w etanolu oraz
0.50ml 10mM roztworu azotynu sodu w 12% kwasie azotowym. Mieszaning ogrzewatem
w zamknietej probowce przez 30min. w 55°C. Po ochlodzeniu roztwoér ekstrahowatem 5ml
1,2-dichloroetanu. Mierzytem absorbancje warstwy wodnej przy 450nm. Dla tyrozyny krzywa
wzorcowa opisuje rownanie: my,[ugl=46.1A4512.29, gdzie my, to masa tyrozyny w oznaczanej
probee, a Ayso to absorpcja zmierzona przy 450nm (absorpcja powietrza -0.124).

3.1.1.4. Oznaczanie czystosci optycznej tyrozyny

Wygodna metoda oznaczania czysto$ci optycznej L-aminokwasOw jest reakcja
utleniania ich D-enancjomeréw do 2-oksokwasow (Schemat 22) za pomoca oksydazy
D-aminokwasowej.

D-AAO stereoselektywnie utlenia D-aminokwasy. Reakcja ta zachodzi w obecnosci

dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD) jako utleniacza. Podczas reakcji utleniania

71



powstaja wolne rodniki, ktore moga powodowaé tworzenie nadtlenku wodoru, ktéry z kolei

moze w niekontrolowany sposob utlenia¢ zwiazki aromatyczne. Dodatek katalazy

l&l COOH
“NH, /@/\“/
HO NN
—_—— 2
FAD
H +
HO 2 katalaza go o H

Schemat 22. Oznaczanie p-tyrozyny NO

rozktadajacej nadtlenek wodoru zapobiega temu procesowi.

Z o

2

Oznaczanie ilosci powstatego oksokwasu wykonywatem dwojako. Dla zwiazkéw
znakowanych izotopami stabilnymi do mieszaniny reakcyjnej dodawatem 2’°,4’-dinitrofenylo-
hydrazyng, ktora w $rodowisku kwasnym tworzy fenylohydrazon z oksokwasem. Powstaly
addukt oznaczatem spektrofotometrycznie w 371nm wobec proby nie zawierajacej enzymu.

Dla zwiazkow znakowanych izotopami radioaktywnymi wystarczylo wydzieli¢
oksokwas (np. za pomoca chromatografii jonowymiennej na kationicie) i zmierzy¢ jego
radioaktywno$¢, ktora jest proporcjonalna do st¢zenia (zakltadajac brak efektéw izotopowych

w reakcji enzymatycznego utleniania).

Oznaczanie:

Przygotowatem mieszaning reakcyjna w 0.05M buforze fosforanu potasu o pH 8.5 zawierajaca analit
oraz 0.25mM FAD, 100U/ml katalazy i 0.125U/ml oksydazy p-aminokwasowej. Reakcj¢ przerywalem
po 1 godzinie zakwaszajac ja 15ul stezonego kwasu solnego na 1ml mieszaniny.

Postgpowanie dla L-tyrozyny znakowanej izotopami stabilnymi: pobieralem 0.25ml mieszaniny
poreakcyjnej, dodawatem do niej 1.74ml 0.5M roztworu kwasu siarkowego oraz 10ul 10mM roztworu
2’ 4’-dinitrofenylohydrazyny w etanolu. Mierzylem zmiang absorpcji przy dlugosci fali 371nm w
ciagu godziny. Dla 3.5mM roztworu racemicznej tyrozyny w reakcji enzymatycznej uzyskatem wzrost
absorpcji 0.19 wobec kontroli nie zawierajacej D-AAO.

Postepowanie dla L-tyrozyny znakowanej izotopami radioaktywnymi: mieszaning poreakcyjna
nanositem na kationit Amberlit IR 120(H") i wymywatem woda. Mierzytem radioaktywnoéé
wyjsciowego roztworu oraz warstwy wodnej po przemyciu zywicy.

3.1.1.5. Metody okreslania polozenia znacznika izotopowego w czasteczce L-tyrozyny

Po otrzymaniu znakowanej L-tyrozyny nalezy okresli¢ potozenie znacznika
w czasteczce. Stosuje si¢ tu degradacje chemiczna czasteczki; obecno$¢ izotopu
w odpowiednich produktach pozwala na udowodnienie miejsca jego potozenia. Na ogot taka
analiza zajmuje duzo wigcej czasu niz synteza. Z tego wzgledu w tej pracy ograniczylem si¢
jedynie do kilku metod, ktéore pozwalaja na wzglednie szybkie okreslenie potozenia

znacznika. Dla znacznikow weglowych metody te nie ustalaja jednoznacznie ich potozenia.
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3.1.1.5.1. Wymiana protonu w pozycji a L-tyrozyny katalizowana przez tryptofanaze

Tryptofanaza katalizuje wymiang atomu wodoru z pozycji 2 w L-tyrozynie na deuter
z wody cigzkiej (Faleev et al., 1996). Fosforan pirydoksalu (PLP) jest kofaktorem tego
enzymu. Po oddzieleniu rozpuszczalnika od L-tyrozyny (np. za pomoca wymiany jonowej na
kationicie) identyfikowatem obecnos$¢ izotopu przez pomiar radiometryczny dla zwiazkow
znakowanych izotopami radioaktywnymi, lub wykonujac widmo NMR lub MS dla
znakowania izotopem stabilnym. Dla zwiazkéw znakowanych izotopami wodoru w pozycji 2
izotop pod wptywem tryptofanazy przechodzit do rozpuszczalnika, natomiast dla znacznikow

w innych pozycjach pozostawat on w czasteczce L-tyrozyny.

Procedura:

Mieszanina reakcyjna w 0.05M buforze fosforanu potasu pH 8.0 zawierata analizowana L-tyrozyne,
0.05mM PLP oraz 0.025U/ml tryptofanazy. Reakcje¢ prowadzitem 3 dni w temperaturze pokojowej,
przerywatem poprzez zakwaszenie 15ul stgzonego HCI na 1ml mieszaniny. Roztwor nanositem na
zywice kationowymienna Amberlit IR 120(H") i przemywatem woda. Tyrozyne wymywalem 0.3M
wodnego roztworu amoniaku.

3.1.1.5.2. Oderwanie protonu z pozycji 35 katalizowane przez liaz¢ fenyloalaninowa

Liaza fenyloalaninowa katalizuje eliminacj¢ czasteczki amoniaku z L-tyrozyny

(Strange et al., 1972; Schemat 23).

Hl‘ S H

JH
" _COOH paL . COOH
— + NHZHS
NH,
HO HO

Schemat 23. Eliminacja amoniaku z L-tyrozyny

Produktem reakcji jest kwas (E)-p-kumarowy. Z pozycji 3 stereoselektywnie
odrywany jest atom wodoru w pozycji S.

Produkty reakcji rozdzielalem poprzez ekstrakcje kwasu p-kumarowego, a izotop
znajdujacy si¢ w wodzie oddzielalem od nieprzereagowanej L-tyrozyny za pomoca
chromatografii jonowymiennej na kationicie przemywajac zywicg woda.

Jesli znacznik izotopowy znajdowat si¢ w pozycji 3S, to w wyniku reakcji przechodzit
on do rozpuszczalnika. W pozostatych przypadkach znajdowal si¢ on w kwasie
p-kumarowym.

Reakcja zachodzi z okoto 80% wydajnos$cia, D-tyrozyna jest jej inhibitorem. Obecnos¢
enancjomeru D w mieszaninie reakcyjnej powoduje obnizenie wydajnosci tej reakcji; jest to

wigc jednoczesnie jako§ciowa metoda oceny czystosci optycznej L-tyrozyny.

Procedura:
Reakcje przeprowadzatem w 1ml 0.2M buforu boranu sodu o pH 8.8, w ktorym rozpuszczalem
analizowang L-tyrozyng i liazg fenyloalaninowa o aktywnosci 0.5U na 1ml mieszaniny. Reakcjg
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przeprowadzatem w temperaturze 30°C przez 1 dzien. Roztwor zakwaszatem 20ul stezonego HCI
i ekstrahowatem 5 x Iml eteru dietylowego. Warstwe wodna nanosilem na Amberlit IR 120(H")
(60mm x S5Smm) i wymywatem Sml wody.

3.1.1.5.3. Eliminacja fenolu katalizowana przez fenololiaz¢ tyrozynowa

Fenololiaza tyrozynowa katalizuje rozktad tyrozyny do fenolu i pirogronianu (2.2.). T¢
metodg zastosowatem w swoich badaniach celem identyfikacji obecnosci znacznika w reszcie
aromatycznej czasteczki.

Do mieszaniny reakcyjnej dodawatem dehydrogenazy L-mleczanowej i zredukowane;j
formy dinukleotydu nikotynamido-adeninowego (NADH). W ich obecnosci stosunkowo
nietrwaty pirogronian ulegatl przeksztatceniu do trwatego L-mleczanu.

Reakcja katalizowana przez TPL zwykle przebiegata z 30-40% wydajnoscia, nalezato
wigc oddzieli¢ nieprzereagowana tyrozyng na kationicie. Produkty reakcji wymywatem woda.
Powstaty fenol oddzielalem od mleczanu 1 rozpuszczalnika zawierajacego znacznik poprzez
ekstrakcje. Kwas mlekowy oddzielatem od znacznika znajdujacego si¢ w wodzie za pomoca
chromatografii jonowymiennej na anionicie, znacznik znajdujacy si¢ w rozpuszczalniku
wymywatem woda, a L-mleczan roztworem cytrynianu sodu.

Jesli znacznik izotopowy znajdowat si¢ w reszcie aromatycznej, to w wyniku reakcji
katalizowanej przez TPL znajdowat si¢ on we frakcji zawierajacej fenol. Znaczniki wodorowe
alifatyczne (z pozycji 2 1 3) przechodzily do wody, a znaczniki weglowe alifatyczne bytly

wykrywane w kwasie mlekowym.

Procedura:

Reakcje¢ prowadzatem w buforze zawierajacym 0.1M fosforan potasu, 0.2M chlorek sodu i 1mM
p,L-ditiotreitol (DTT) o pH 8.3. W mieszaninie znajdowata si¢ analizowana L-tyrozyna, dwukrotny
nadmiar molowy NADH, 0.05mM PLP oraz 20U LDH i 0.5U TPL na 1ml mieszaniny. Po
jednodniowej inkubacji w temperaturze pokojowej mieszaning zakwaszatem 20pl st¢zonego HCI na
Iml mieszaniny oraz nanosilem na kationit Amberlit IR 120(H"). Zywice przemywatem woda.
Uzyskany roztwor ekstrahowatem pigciokrotnie porcjami eteru dietylowego o polowie objgtosci
w stosunku do warstwy wodnej. Warstwg¢ wodna alkalizowalem za pomoca NaOH i nanosilem na
anionit Dowex 1x8 (OH"). Zloze pozostawialem celem dobrego zwiazania anionéw z zywica, ktora
nastegpnie przemywatem woda. Mleczan wymywalem 1M roztworem cytrynianu sodu.

3.1.1.5.4. Wymiana atoméw wodoru w pozycji 3°,5’ tyrozyny z woda

W obecnosci kwasu w goracej wodzie nast¢puje wymiana atomoOw wodoru
w L-tyrozynie w pozycjach orto wzgledem grupy hydroksylowej (Park et al., 1991;
Nishiyama et al.; 1994).

Po ochtodzeniu mieszaning z analizowana tyrozyna nanioslem na kationit. Izotop
wodoru znajdujacy si¢ w rozpuszczalniku wymywatem woda, a aminokwas wymywalem

roztworem amoniaku.
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Znacznik izotopowy znajdujacy si¢ w pozycji 3°,5° przechodzit do wody, a w przypad-

ku znakowania w innych pozycjach wykrywano obecnos$¢ izotopu w odzyskanej tyrozynie.

Procedura:

2M roztwor kwasu solnego zawierajacy analizowang tyrozyng zamykatem w ampulce szklanej
i ogrzewatem przez 1 dzien w 100°C. Nast¢pnie mieszaning chtodzitem, zmniejszatem kwasowos$¢ za
pomoca NaOH wobec papierka uniwersalnego i nanositem na kationit Amberlit IR 120(H"). Ztoze
przemywalem woda. W celu odzyskania L-tyrozyny jonit przemywatem 0.3M wodnym roztworem
amoniaku.

3.1.2. Poszukiwanie metody syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wegla

i wodoru

W tym podrozdziale zamie$citem te metody syntezy znakowanej L-tyrozyny, ktore
okazaly sig¢ nieskuteczne. Jednak przy zastosowaniu pewnych modyfikacji moga one okaza¢

si¢ przydatnymi sposobami otrzymywania znakowanej L-tyrozyny.

3.1.2.1. Synteza poprzez transaminacj¢ Kkatalizowana przez transaminaze
glutaminian:pirogronian

Transaminaza glutaminian:pirogronian katalizuje reakcje przeniesienia grupy
aminowej z L-glutaminianu na pirogronian (Massarrat, 1965; Schemat 24), jak 1 reakcje
odwrotna. Istniata szansa, ze akceptorem grupy aminowej moze by¢ kwas
p-hydroksyfenylopirogronowy, a produktem takiej reakcji bedzie L-tyrozyna. Analogiczna
reakcja zostala opisana w literaturze dla transaminazy L-asparaginian:pirogronian
z Escherichia coli (Baldwin et al., 1987). Taka metoda bylaby dogodnym sposobem syntezy
L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru w pozycji 2, ktory w wyniku zajscia tej reakcji

pochodzi z rozpuszczalnika.

lnz

GPT 0 H,
HOOCMCOOH )I\COOH HOOC COOH Ac00H

Schemat 24. Reakcja katalizowana przez GPT

"z

Uzywajac GPT przeprowadzitem proby z uzyciem L-alaniny, L-glutaminy i kwasu
L-glutaminowego jako donoréw grupy aminowej. Niestety — uzyskatem nikte wydajnosci
reakcji (maksymalnie 1.1%). W zwiazku z tym ta metoda nie nadaje si¢ do syntezy L-
tyrozyny znakowanej izotopami wodoru w pozycji 2. Taka metoda syntezy jest jednak

mozliwa przy zastosowaniu innych transaminaz.

Procedura:

Reakcje prowadzilem w 0.05M buforze fosforanu potasu o pH 7.5 zawierajacym 10mM kwasu
p-hydroksyfenylopirogronowego, 0.4M L-alaniny oraz 4U GPT na 1 ml mieszaniny, lub odpowiednio
20mM kwasu p-hydoksyfenylopirogronowego, 20mM aminokwasu oraz 6U GPT/ml dla L-glutaminy
i kwasu L-glutaminowego jako donoréw grupy aminowej. Reakcje prowadzitem w temperaturze
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pokojowej przez 5 dni. Po zakwaszeniu 15pl stgzonego HCl na Iml mieszaniny oraz naniesieniu na
kationit Amberlit IR 120(H") zywice przemywalem woda do momentu wymycia kwasu
p-hydroksyfenylopirogronowego. Powstala tyrozyng wraz z donorem grupy aminowej wymywatem
0.3M wodnym roztworem amoniaku. Uzyskatem L-tyrozyng z wydajno$ciami mniejszymi, niz 1.1%.

3.1.2.2. Synteza z fenolu katalizowana przez fenololiaz¢ tyrozynowa

Metoda syntezy L-tyrozyny poprzez uzycie reakcji odwrotnej do katalizowanej przez
TPL jest najbardziej powszechnym sposobem uzyskiwania L-tyrozyny (2.2.). Pozwala ona na
znakowanie izotopami wodoru w pozycji 2 (znacznik pobierany jest z rozpuszczalnika), jak
1 w pier§cieniu aromatycznym (stosujac odpowiednio znakowany fenol; jest to takze dobra
metoda uzyskiwania L-tyrozyny znakowanej izotopami wegla w pierscieniu aromatycznym).

Problemem w tej syntezie jest fakt, ze TPL nie jest enzymem dostgpnym komercyjnie,

dlatego tez musiatem podjac probe jego uzyskania.

3.1.2.2.1. Izolacja fenololiazy tyrozynowej z Escherichia coli

Enterobacteriaceae, do ktérych nalezy powszechnie stosowana w laboratoriach
biologicznych paleczka okrgznicy (Escherichia coli), produkuja fenololiazg tyrozynowa
(Nagasawa et al., 1985). Podjatem probe izolacji enzymu z tego mikroorganizmu wedtug
procedury podanej przez Nagasawg et al., 1985.

W celu uzyskania biatka do hodowli uzylem ekspresyjnego szczepu E. coli, tzn.
takiego, ktory produkuje duzo biatek. Bakterie hodowano na pozywce minimalnej
z L-tyrozyna, ktora byta Zrédlem wegla, celem indukcji biosyntezy TPL. Biatko to umozliwia
bakteriom przeksztalcenie L-tyrozyny do niezbednych metabolitoéw. Stosowany szczep E. coli
jest oporny na ampicyling, co umozliwia selekcje tych bakterii na pozywce zawierajacej ten
antybiotyk. Po namnozeniu bakterii niszczono ich $ciany komodrkowe poprzez sonikacje,
1 wysalano kolejne frakcje biatkowe siarczanem (VI) amonu.

Otrzymany preparat zawierat duze aktywnos$ci oksydazy NADH i tryptofanazy. Ich
aktywno$¢ utrudniata wiarygodne okreslenie aktywnosci TPL, ktorej nie udato si¢ stwierdzi¢
w wykrywalnych ilosciach. Oksydaza NADH uniemozliwia okreslenie aktywnosci TPL, gdyz
sama utlenia ten nukleotyd do NAD uzywajac tlenu z powietrza. Nie mozna uzy¢ wygodnej
metody spektrofotometrycznego oznaczania aktywno$ci B-tyrozynazy z dodatkiem LDH
i NADH przy dlugosci fali 340nm, albowiem utlenianie NADH przez tlen interferuje
z utlenianiem spowodowanym tworzonym w trakcie dziatania TPL pirogronianem.

Tryptofanaza z kolei interferuje z inna metoda oznaczania TPL za pomoca
S-(o-nitrofenylo)-L-cysteiny (SOPC). SOPC w wyniku dziatania TPL 1 tryptofanazy rozklada

si¢ na pirogronian, amoniak i o-nitrofenol. Zanik SOPC mozna §ledzi¢ spektrofotometrycznie
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przy dtugosci fali 370nm (Demidkina et al., 2002). E. coli nie jest dobrym zrédiem
fenololiazy tyrozynowe;j.

Dzigki uprzejmosci prof. Roberta Phillipsa (University of Georgia, Athens, USA)
otrzymatem od niego preparat TPL z Citrobacter freundii, na ktorym przeprowadzitlem dalsze

badania.

Procedura:

E. coli ER 2566 pTXB4E namnazatem przez dzien na pozywce stalej LB, nastgpnie zaszczepitem
bakterie na pozywce ciektej LB. Po dniu pobratem z niej Sml i dodatem do 500ml ciektej pozywki LB
zawierajacej 10pg ampicyliny. Po 2.5 godziny do pozywki dodatem 1g L-tyrozyny zawieszonej
w 10ml wody. Po 23h hodowli w 37°C odwirowatem bakterie w 18kG przez 20min. w 4°C. Dalsza
procedure przeprowadzalem w 4°C. Osad bakterii zawiesitem w 10ml 0.1M buforu fosforanu potasu
o pH 6.0 zawierajacego 5SmM merkaptoetanol i sonikowalem trzykrotnie po Imin. Mieszaning
odwirowatem w 18kG przez 20min. Osad odrzucitem, do supernatantu dodawatem porcjami 2.17g
siarczanu amonu. Po dniu odwirowatem wytracony osad w 18kG przez 20min. Osad odrzucilem,
supernatant wysolitem 2.91g siarczanu amonu dodawanego porcjami. Po dniu odwirowatem
wytracony osad w 18kG przez 20min. Supernatant odrzucitem. Osad rozpuscitem w 1.0ml 0.1M
buforu fosforanu potasu z 5SmM merkaptoetanolem o pH 7.0.

Oznaczanie aktywnos$ci preparatu za pomoca ukladu LDH/NADH:

W kuwecie kwarcowej przygotowalem 2ml roztworu w 0.05M buforze fosforanu potasu o pH 8.0,
ktory zawieral 1mM merkaptoetanolu, 1.5mM L-tyrozyny, 0.1mM PLP, 0.ImM NADH, 5U LDH
i 20ul preparatu enzymu. Mierzylem spadek absorpcji przy 340nm (milimolowy wspdlczynnik
ekstynkcji NADH 6.22). Aktywnos$¢ preparatu wyniosta 0.26U/ml.

Oznaczanie aktywnos$ci preparatu za pomoca SOPC:

W kuwecie kwarcowej przygotowatem 2ml roztworu w 0.05M buforze fosforanu potasu o pH 8.0,
ktory zawieral 1mM merkaptoetanolu, 0.6mM S-(o-nitrofenylo)-L-cysteiny, 0.1mM PLP i 20ul
preparatu enzymu. Mierzylem spadek absorpcji przy 370nm (milimolowy spadek absorpcji 1.86).
Aktywno$¢ preparatu wyniosta 1.62U/ml.

Oznaczanie aktywnosci tryptofanazy w preparacie:

W kuwecie kwarcowej przygotowalem 2ml roztworu w 0.05M buforze fosforanu potasu o pH 8.0,
ktory zawieral 1mM merkaptoetanolu, 1.5mM L-tryptofanu, 0.1mM PLP, 0.1mM NADH, 5U LDH
i 20ul preparatu enzymu. Mierzylem spadek absorpcji przy 340nm. Aktywnos$¢ preparatu wyniosta
0.50U/ml.

3.1.2.2.2. Synteza S-(o-nitrofenylo)-L-cysteiny

S-(o-nitrofenylo)-L-cysteina (SOPC) jest zwiazkiem niezbgdnym przy okreslaniu
aktywnos$ci TPL 1 tryptofanazy. Jest takze cennym substratem w syntezie tyrozyny z fenolu
w obecnosci TPL (Phillips et al., 1989) jako, ze reszta o-nitrotiofenolowa jest dobra grupa
opuszczajaca, co pozwala na stosunkowo wydajne otrzymywanie L-tyrozyny. Zwiazek ten nie
jest dostepny handlowo, nalezato wigc go otrzymac.

Dobra metoda syntezy jest podstawienie nukleofilowe atomu fluoru w pierscieniu
aromatycznym o-nitrofluorobenzenu grupa tiolowa L-cysteiny w obecnosci zasady (Dua et al.,
1993; Schemat 25)
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Schemat 25. Synteza SOPC

Stosujac t¢ metodeg otrzymatem SOPC z 66% wydajnoscia.

S-(o-nitrofenylo)-L-cysteina:

Zmieszalem 858mg (7.09mmol) L-cysteiny, 767mg (5.44mmol) o-fluoronitrobenzenu, 1.34ml
(9.64mmol) trietyloaminy w 3.43ml dimetyloformamidu. Reakcje mieszalem w temperaturze
pokojowej przez 3.5h, nastgpnie dodalem 3.43ml wody i odsaczylem wytracony osad. Otrzymany
SOPC rekrystalizowatem ze 110ml goracej wody i odsaczytem. Uzyskalem 872mg (3.60mmol) SOPC
z wydajnoscia 66%. Temperatura topnienia 166°C (literaturowa od 164 do 176°C).

3.1.2.2.3. Synteza L-tyrozyny z fenolu — poszukiwanie dobrego donora reszty alifatycznej

W literaturze opisano kilka przyktadéw syntezy L-tyrozyny z fenolu katalizowanej
przez TPL (2.2.). Jako donoréw reszty alifatycznej uzywano réznych pochodnych alaniny.
Sposréd tatwo dostgpnych zwiazkéw najbardziej obiecujace wydawaty si¢ L-seryna,
S-metylo-L-cysteina 1 SOPC. W zwiazku z tym musiatem sprawdzi¢ ich reaktywno$¢ podczas
syntezy L-tyrozyny.

Przygotowatem roztwory o podobnych stezeniach wspomnianych aminokwaséw. Po
przeprowadzeniu reakcji usunatem nieprzereagowany fenol przez ekstrakcje¢ toluenem 1 ozna-
czalem ilo$¢ powstatej tyrozyny. Uwzglednilem interferencj¢ pochodzaca od SOPC podczas
oznaczania. PLP nie zakldcato iloSciowego oznaczania tyrozyny 1-nitrozo-2-naftolem.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze najlepszym substratem do syntezy L-tyrozyny
jest SOPC, nieco gorszym S-metylo-L-cysteina, a najgorszym z badanych L-seryna.
Z przeprowadzonych eksperymentow mozna wysnu¢ wniosek, ze im lepsza grupa
opuszczajaca w pochodnej alaniny uzywanej do syntezy tyrozyny z fenolu, tym wigksza
wydajno$¢ procesu.

SOPC jest jednak stosunkowo stabo rozpuszczalne w wodzie (trudno rozpusci¢ wigcej
niz 10mM), co utrudnia uzyskanie duzych ilosci L-tyrozyny, gdyz wygodnym sposobem
izolacji tego aminokwasu jest jego wytracenie z mieszaniny reakcyjnej. Przy niskich
stezeniach spowodowanych koniecznos$cia rozpuszczenia SOPC tyrozyna nie wytraca sig.

Z tego wzgledu wygodniej jest uzy¢ dobrze rozpuszczalnej w wodzie S-metylo-L-cysteiny.

Procedura:

Reakcje prowadzitem w 0.1M buforze fosforanu potasu o pH 8.0 zawierajacym 1mM
merkaptoetanolu, 10mM aminokwasu, 10mM fenolu i 1.6U TPL na 1ml mieszaniny. Reakcje
prowadzitem w 30°C przez 3 dni. Nastepnie roztwor zakwasitem 10ul stezonego HCI na Iml
mieszaniny. Roztwoér ekstrahowatem pigciokrotnie potowa objgtosci toluenu (wzgledem warstwy
wodnej). Z warstwy wodnej pobieralem po 0.10ml do oznaczania ilo$ci L-tyrozyny za pomoca
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1-nitrozo-2-naftolu (3.1.1.3.). Uzyskatem 8.1% wydajnosci dla reakcji z L-seryna, 11% z S-metylo-
L-cysteina i 18% z SOPC.

3.1.2.3. Synteza z uzyciem enzymow hydrolizujacych nitryle

Badania wykonane na enzymach hydrolizujacych nitryle przeprowadzilem w grupie
prof. Florisa P. J. T. Rutjesa z Katolieke Universiteit Nijmegen w Holandii, podczas stazu
w ramach programu Socrates-Erasmus. Ich celem byla synteza podstawionych prochiralnych
malonodinitryli, a nastgpnie ich stereoselektywna desymetryzacja poprzez hydrolize
w obecnosci komoérek Rhodococcus erythropolis NCIB 11450, lub stosujac ekstrakt z tego
organizmu.

W literaturze, poza jednym wyjatkiem (Yokoyama et al, 1993), brakuje prac
poswigconych enzymatycznej hydrolizie prochiralnych malonodinitryli. Jesli produktem
reakcji  hydrolizy dinitrylu jest amido-kwas, lub amido-nitryl, mozliwe jest jego
przeksztalcenie do aminokwasu, lub amidonitrylu poprzez degradacj¢ Hoffmana i ewentualna
hydroliz¢ do aminokwasu. Istnieje szansa, ze taki szlak syntetyczny moze prowadzi¢ do
syntezy znakowanej L-tyrozyny.

Wykonatem takze syntezy odpowiednich pochodnych prowadzacych do fenyloalaniny
(ten aminokwas mozna tatwo przeprowadzi¢ w tyrozyng za pomoca 4’-monooksygenazy

fenyloalaninowej).

Komoérki Rhodococcus erythropolis NCIB 11450 i ekstrakt komorkowy (zawierajacy aktywnos$c
hydratazy nitryli, lecz nie zawierajacy aktywnos$¢ amidazy) z tego organizmu zostaly dostarczone
przez prof. Helmuta Schwaba, Technical University of Graz, Austria.

Widma NMR w tej czg$ci pracy wykonalem na aparatach Bruker WM-200 (200MHz) i Bruker AM-
300 (300MHz).

Chromatografi¢ gazowa prowadzitlem na aparacie HP 5890 (uzywajac N, jako no$nika) na kolumnie
HP-1 (25m x 0.32mm x 0.17m).

Analizy GC-MS zostaly przeprowadzone na podwdjnie ogniskujacym spektrometrze VG7070E.

3.1.2.3.1. Préba syntezy tyrozyny
2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitryl mogt okaza¢ si¢ substratem dla komorek

Rh. erythropolis (brakuje doniesien literaturowych na ten temat); méoglby wiec by¢ poten-
cjalnym zwiazkiem wyjsciowym do otrzymania tyrozyny. Dlatego nalezalo: 1) otrzymac ten
zwiazek; 2) przeprowadzi¢ jego hydroliz¢ enzymatyczna i zidentyfikowa¢ produkty; 3) jezeli
produktem bedzie amido-nitryl lub amido-kwas, wykona¢ syntezg racematu takiego zwiazku
celem znalezienia sposobu chromatograficznego oznaczenia nadmiaréw enancjomerycznych
podczas hydrolizy enzymatycznej; 4) przeksztalci¢ produkt hydrolizy w tyrozyng, rowniez

w celu ustalenia konfiguracji absolutnej produktu hydrolizy enzymatyczne;.
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4.1.2.3.1.1. Synteza 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu

Syntez¢  2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu  przeprowadzilem  przez
kondensa-cj¢ Knoevenagela malonodinitrylu z aldehydem p-hydroksybenzoesowym
prowadzaca do powstania 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylonitrylu. Redukujac ten
zwiazek mozna uzyska¢ 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitryl (Schemat 26).

NC CN NC CN

s
NC /@) | NaBH,
> + —_— _—
NC HO

HO HO
Schemat 26. Synteza 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu

Kondensacja Knoevenagela dala ilosciowa wydajno$¢ surowego 2-cyjano-
3-(p-hydroksyfenylo)-akrylonitrylu (co stwierdzitem za pomoca 'H-NMR).

Kolejny etap — redukcja otrzymanej olefiny do 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-
propionitrylu — byt krytyczny w tej syntezie. Redukcja za pomoca magnezu w kwasie solnym
(Profitt & Watt, 1975) dala jedynie 5.5% wydajnosci. Zastosowanie NaBH, (Swaringen ef al.,
1979) jako reduktora dalo bardzo dobra, 82% wydajnos$¢, ktora jest takze wydajnoscia

calej syntezy.

2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylonitryl:

1.68g (12.7mmol) aldehydu p-hydroksybenzoesowego, 1.03g (15.6mmol) malonodinitrylu, 41mg
D,L-alaniny, 0.85ml kwasu octowego i 41ml toluenu mieszatem i ogrzewatem do wrzenia w aparacie
Deana-Starka przez 2h. Dodalem 18ml THF celem rozpuszczenia wytraconego osadu; mieszaning
ekstrahowatem 3 x 40ml wody. Warstwg organiczna suszytem Na,SOs. Po przesaczeniu
i odparowaniu rozpuszczalnika otrzymatem 2.33g surowego zoltego, stalego 2-cyjano-
3-(p-hydroksyfenylo)-akrylonitrylu.

'H-NMR (200MHz, CDCL;): & 5.30 (1H, OH, s), 6.96 (2H, ArH, d, 8.8Hz), 7.65 (1H, CH, s), 7.88
(2H, ArH, d, 8.8Hz)

2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitryl (redukcja z Mg/HCI):

2.33g (12.7mmol) surowego 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylonitrylu, 13.3g (554mmol) Mg
i 141ml metanolu mieszatem do momentu wytworzenia pierwszych pecherzykow gazu (30min.).
Mieszaning ozigbitem w tazni lodowej, wkroplono 260ml 6M HCI w ciagu 4h. Mieszaning caly czas
mieszatem 1 ozigbialem w tazni lodowej. Po dodaniu HCI reakcje mieszalem w temperaturze
pokojowej przez 20h, a nastgpnie przeekstrahowatem 6 x 106ml eteru dietylowego. Potaczone
warstwy organiczne ekstrahowatem 212ml nasyconego roztworu NaCl. Warstwg organiczng suszytem
nad MgSO,, przesaczytem i odparowalem rozpuszczalnik. Produkt izolowalem za pomoca
chromatografii kolumnowej na silikazelu w uktadzie octan etylu-heptan 1:1 (v/v). Otrzymatem 119mg
(0.692mmol) statego 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu z wydajnoscia 5.5% (wzgledem
wyjsciowego aldehydu p-hydroksybenzoesowego.

2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitryl (redukcja z NaBH,):

1.26g (7.43mmol) surowego 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylonitrylu rozpuscitem w 26ml etan-
olu. Roztwor mieszatem i chtodzitem w tazni lodowo-solnej. Dodawatem 388mg (10.3mmol) NaBH,4
w ciagu 15min. Reakcje prowadzilem 100min. mieszajac ja i chtodzac w tazni lodowo-solnej. Nastep-
nie dodatem 2ml st¢zonego HCl i 25ml wody, mieszaning nasycatem (NHy),SO,, i ekstrahowalem
5 x 25ml eteru dietylowego. Polaczone warstwy organiczne ekstrahowatem 25ml 1M NaOH. Warstwe
organiczng suszylem nad MgSQO,, przesaczylem i odparowatem rozpuszczalnik. Pozostatos$¢
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rozdzielalem na kolumnie silikazelowej w uktadzie octan etylu - heptan 1:1 (v/v). Otrzymatem 1.05g
(6.10mmol) statego, biatego 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu z wydajnoscia 82%.
'H-NMR (200MHz, CDCls): § 3.23 (2H, CH,, d, 6.7Hz), 3.86 (1H, 2-CH, t, 7.0Hz), 4.83 (1H, OH, s),
6.85 (2H, ArH, d, 8.6Hz), 7.20 (2H, ArH, d, 8.6Hz)

3.1.2.3.1.2 Enzymatyczna hydroliza 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu

Enzymatyczna hydroliz¢ otrzymanego 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu
przeprowadzitem zaréwno wobec komorek Rhodococcus erythropolis NCIB 11450, jak
1 uzywajac ekstraktu z tego mikroorganizmu (Schemat 27).

NC__CN NC.__CONH,
Rhodococcus erythropolis NCIB 11450
komorki lub ekstrakt

HO HO

Schemat 27. Enzymatyczna hydroliza 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu

Pierwszym moim zadaniem byto okreslenie produktu hydrolizy. Posiadal on
charakterystyczne sygnaty protonéw amidowych w widmie 'H-NMR. GC/MS potwierdzito
obecnos¢ 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu. Obecno$¢ tego zwiazku jako
produktu hydrolizy potwierdzilem takze za pomoca TLC po wykonaniu syntezy
racemicznego produktu.

Podczas pierwszej proby hydrolizy wyizolowalem produkt z 49% wydajnoscia, ale
reakcja hydrolizy biegnie praktycznie ilosciowo, co pokazaty dalsze proby (TLC). Wtedy
jednak nie oczyszczalem produktu ze wzgledu na jego potencjalna racemizacjg.

Ekstrakt z komoérek RA. erythropolis rowniez powodowal powstawanie amido-nitrylu
jako produktu hydrolizy. Reakcja nie dawata wydajnosci iloSciowych nawet po 42h
reakcji (TLC).

Kolejnym celem byta synteza 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu i proba
znalezienia chromatograficznej metody oznaczania nadmiarow enancjomerycznych w reakcji
hydrolizy enzymatycznej (celem optymalizacji warunkdéw reakcji), oraz opracowanie metody

przeksztalcenia tego zwiazku w tyrozyng.

Hydroliza 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu w obecnosci komérek Rhodococcus
erythropolis NCIB 11450:

Mieszanina 104mg (0.547mmol) 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu i 1.00g komorek
Rhodococcus erythropolis NCIB 11450 w 200ml 0.1M buforu pirofosforanu sodu o pH 7.0 byta
wytrzasana przy szybkosci 200rpm w 28 °C przez 2h. Mieszaning przesaczytem przez hyflo, lejek
przemylem 100ml metanolu, mieszaning nasycitem (NHy),SO, i ekstrahowatem 4 x 100ml octanu
etylu. Potaczone warstwy organiczne suszylem nad Na,SO,, przesaczylem i odparowatem
rozpuszczalnik. Pozostato$¢ rozdzielatem na kolumnie silikazelowej w uktadzie octan etylu-heptan
1:2 (v/v). Otrzymatem 5lmg (0.27mmol; 49% wydajnosci) bialego, statlego 2-cyjano-
3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu (TLC, 'H-NMR, GC/MS).
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Hydroliza 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu z ekstraktem z Rhodococcus erythropolis
NCIB 11450:

Wytrzasatem mieszaning 109mg (0.573mmol) 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionitrylu i 9.75ml
ekstraktu z Rhodococcus erythropolis NCIB 11450 w 50ml 0.1M buforu pirofosforanu sodu o pH 7.0
przy 200rpm w 28 °C przez 42h. Nastepnie mieszaning zakwasilem stezonym HCI, nasycilem
(NH4);SO4, dodatem 50ml wody i ekstrahowalem 100ml oraz 5 x 50ml octanu etylu. Potaczone
warstwy organiczne suszytlem nad Na,SO,, przesaczytem, rozpuszczalnik odparowatem. Uzyskalem
176mg surowego 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu (TLC).

3.1.2.3.1.3. Synteza (R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenyl)-propionamidu

Syntezg racemicznego 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu przeprowadzitem
przez kondensacj¢ Knoevenagela cyjanooctanu metylu z aldehydem p-hydroksybenzoesowym
dajaca  2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylan etylu, jego redukcje do (R,S)-2-cyjano-
3-(p-hydroksyfeylo)-propionianu  etylu, 1 przeksztalcenie estru w (R,S)-2-cyjano-
3-(p-hydroksyfenylo)-propionamid (Schemat 28).

Synteza  2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylanu  metylu  przez  kondensacjg
Knoevenagela w toluenie (Hoffman et al., 1993) dala dobre, 64% przeksztatcenie substratow
w produkt ("H-NMR). Mimo wszystko nie jest to dobra metoda syntezy, gdyz nie mozna
wyizolowa¢ produktu za pomoca chromatografii na silikazelu (zar6wno 2-cyjano-
3-(p-hydroksyfenylo)-akrylan metylu, jak i wyjsciowy aldehyd p-hydroksybenzoesowy maja
podobna polarnosc¢).

Nalezato znalez¢ metode syntezy dajaca catkowite zuzycie p-hydroksybenzaldehydu.
W tym celu przeprowadzilem kondensacj¢ w etanolu (Wells et al., 2000), w wyniku ktorej
otrzymalem produkt z bardzo dobra wydajnoscia (84%). Podczas tej reakcji zachodzi
transestryfikacja (wymiana grupy metylowej estru z etanolem jako rozpuszczalnikiem), ale
zjawisko to nie ma wigkszego znaczenia dla kolejnych etapow syntezy. Warto tez zauwazy¢,

ze w wyniku kondensacji Knoevenagela powstal tylko jeden z izomeroéw geometrycznych

produktu. Nie okreslitem jego konfiguracji, gdyz ona takze nie gra istotnej roli w dalszych

przeksztalceniach.
NC.__COOEt CN
HO
MeOOC, NaBH,
+
NC HO HO
H,NOC EtOOC.__CN

Schemat 28. Synteza (R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu
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Kolejnym etapem byta redukcja otrzymanej olefiny do (R,S)-2-cyjano-
3-(p-hydroksyfenylo)-propionianu etylu. Ten etap okazat si¢ by¢ najtrudniejszym w calej
syntezie. Uzycie benzaldehydu z 1,2-fenylenodiaming nie dato ilosciowego przeksztatcenia
w produkt, ponadto niemozliwe okazato si¢ chromatograficzne (silikazel) oddzielenie
zwiazku docelowego od produktéw ubocznych redukc;i.

Zastosowanie NaBH, jako reduktora (Swaringen et al., 1979) dato jako gléwny
produkt  (R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-1-propanol  (wydajnos¢ 79%). NaBH4
redukowato nie tylko podwdjne wigzanie pomigdzy atomami wegla, ale rowniez grupe
estrowa. Pozadany (R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionian etylu powstal jedynie
z 15% wydajnoscia (oznaczong po przeksztatceniu w amid, ktore zaszto ilosciowo - TLC).

Cala synteza (R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu  data  13%
wydajnosci.

Uzyskany racemiczny amid uzytem w poszukiwaniach metody oznaczania nadmiar6w
enancjomerycznych reakcji enzymatycznej hydrolizy 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-
propionitrylu za pomoca chiralnego HPLC 1 GC. W badaniach na HPLC uzylem kolumny:
AD Chiralpack, OB Chiralcel, OD Chiralcel i OJ Chiralcel. Stosowalem rézne mieszaniny
izopropanlu i1 heksano jako eluenty, oraz ro6zne szybkosci przeptywu. Uzywatem detekcji UV
(220 1 280nm). Nie udato si¢ znalez¢ ukladu rozdzielajacego enancjomery 2-cyjano-
3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu. Podobnie nie udato mi si¢ osiagnaé tego celu za pomoca
chiralnego GC na kolumnach CP-chirasil-Dex CB (25m x 0.25mm x 0.25m) i Gamma Dex
120TM (30m x 0.25mm x 0.25m).

2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylan metylu (synteza w toluenie):

841mg (6.89mmol) aldehydu p-hydroksybenzoesowego, 0.700ml (787mg; 7.94mmol) 2-cyjanooctanu
etylu, 22mg D,L-alaniny, 0.45ml kwasu octowego i 22ml toluenu mieszatem i ogrzewatem do wrzenia
w aparacie Deana-Starka przez 50 min. Dodalem 10ml THF i 10ml octanu etylu, mieszaning ekstraho-
watem 40ml wody. Warstwe wodna ekstrahowatem 20ml octanu etylu i 2 x 20ml eteru dietylowego.
Wszystkie warstwy organiczne pofaczytem i suszylem nad Na,SO,. Roztwodr przesaczytem,
odparowalem rozpuszczalnik. Pozostalo$¢ rozdzielatem na kolumnie silikazelowej w uktadzie heptan-
octan etylu 2:1 (v/v). Otrzymatem mieszaning 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylanu metylu
i aldehydu p-hydroksybenzoesowego, przeksztalcenie w produkt wyniosto 64% ('"H-NMR).

2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylan etylu (synteza w etanolu):

841mg (6.89mmol) aldehydu p-hydroksybenzoesowego, 0.700ml (787mg; 7.94mmol) cyjanooctanu
metylu, 5 kropli piperydyny i 10ml etanolu mieszalem i ogrzewatlem do wrzenia pod chtodnica
zwrotna przez 3h. Potem dodatem 40ml zimnej wody, wytracone zotte krysztaly odsaczylem. Po
wysuszeniu uzyskatem 1.26g (5.81mmol) 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylanu etylu z 84%
wydajnoscia.

'H-NMR (200MHz, CD;0D): § 1.32 (3H, CHs, t, 7.0Hz), 3.84 (1H, OH, s), 4.27 (2H, CH,, q, 4.0Hz),
6.87 (2H, ArH, d, 8.8Hz), 7.92 (2H, ArH, d, 8.8Hz), 8.16 (1H, CH, s)

(R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionian etylu (redukcja z benzaldehydem):
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400mg (1.84mmol) 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylanu etylu, 0.230ml (240mg; 2.27mmol)
benzaldehydu, 232mg (2.15mmol) 1,2-fenylenodiaminy i 19ml etanolu mieszalem w temperaturze
pokojowej przez 168h. Po odparowaniu rozpuszczalnika mieszaning rozdzielano na kolumnie
silikazelowej w uktadzie heptan-octan etylu 2:1 (v/v). Uzyskatem 498mg surowego (R,S)-2-cyjano-
3-(p-hydroksyfenylo)-propionianu etylu.

(R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionian etylu (redukcja z NaBH,):

429mg (1.98mmol) 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylanu etylu rozpuscitem w 7.6ml etanolu
i mieszatem chtodzac w tazni lodowo-solnej. Dodawatem 141mg (3.73mmol) NaBH; w 4 porcjach
w ciagu 20min. Mieszaning mieszatem chilodzac w tazni lodowo-solnej przez 230min. Reakcje
zatrzymatem dodajac 1.0ml st¢zonego HCI. Do mieszaniny dodatem 10ml wody, roztwér nasycitem
(NH4),SOy4 1 ekstrahowatem 5 x 10ml octanu etylu. Potaczone warstwy organiczne ekstrahowatem
12ml 1M NaOH i suszylem nad Na,SO4. Po odsaczeniu roztworu i odparowaniu rozpuszczalnika
uzyskatem  394mg  surowej mieszaniny  (R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-1-propanolu
i pozadanego (R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionianu etylu.

(R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamid:

279mg surowej mieszaniny (R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenyl)-1-propanolu i (R,S)-2-cyjano-
3-(p-hydroksyfenylo)-propionianu etylu rozpuscitem w 50ml 7M NH; w metanolu. Roztwor
mieszatem w zamknigtej kolbie w temperaturze pokojowej przez 26 h. Odparowatem rozpuszczalnik,
i dodatem kolejne 30ml 7M NH; w metanolu. Roztwor ponownie mieszalem w zamknigtej kolbie
w temperaturze pokojowej przez kolejne 19h. Odparowatem rozpuszczalnik, pozostatos¢ rozdzielatem
na kolumnie silikazelowej w uktadzie octan etylu-heptan 1:1 (v/v). Uzyskano najpierw 195mg
(1.10mmol; minimum 79% wydajnosci liczac z 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-akrylanu etylu)
(R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-1-propanolu, a nastgpnie 40mg (0.21mmol; minimum 15%
wydajnosci liczonej podobnie) (R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu.
(R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-1-propanol: 'H-NMR (300MHz, (CD;),CO): & 2.75-2.93 (2H,
3-CH,, m), 2.93-3.06 (1H, CH, m), 3.64-3.80 (2H, 1-CH,, m), 4.54 (1H, 1-OH, bs), 6.77 (2H, ArH, d,
8.4Hz), 7.14 (2H, ArH, d, 8.4Hz), 8.33 (1H, ArOH, bs); *C-NMR (75 MHz, (CD5),CO): § 35.1 (C-3),
38.6 (C-2), 62.9 (C(OH)-1), 116.9 (C-3’Ar), 122.4 (CN), 129.8 (C-1’Ar), 131.7 (C-2’Ar), 157.9
(C(OH)-4’Ar)

(R,S)-2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamid: '"H-NMR (200MHz, DMSO-de): & 2.87-3.09 (2H,
CH,, m), 3.71-3.82 (1H, CH, dd, 2.0Hz, 6.5Hz), 6.63 (2H, ArH, d, 8.3Hz), 7.01 (2H, ArH, d, 8.3Hz),
7.40 (1H, NH, bs), 7.70 (1H, NH, bs), 9.30 (1H, OH, s)

3.1.2.3.1.4. Proba otrzymania tyrozyny z 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu
Do syntezy tyrozyny z 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu mozna uzy¢
reakcji Hoffmana prowadzacego do nitrylu tyrozyny, a nast¢pnie hydrolizowac ten nitryl

(w silnym kwasie celem uniknigcia racemizacji, badz tez enzymatycznie) do tyrozyny
(Schemat 29).

H,NOC___CN H,N__CN H,N__ COOH
PhI(OOCCEF,), R. erythropolis NCIB 11450
—
lub HCI
HO HO HO

Schemat 29. Synteza tyrozyny z 2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu.
Pierwszym zadaniem byla synteza reagenta koniecznego do przeprowadzenia

przegrupowania Hoffmana. Dobrym substratem byt bis-(trifluorooctan) jodozobenzenu.
Klasyczny uktad (Br,, NaOH) nie mogl by¢ tutaj stosowany ze wzgledu na racemizacjg

w silnie zasadowym S$rodowisku na weglu o w wyjSciowym nitrylo-amidzie. Bis-
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(trifluorooctan) jodozobenzenu przeprowadza reakcj¢ Hoffmana w tagodnych warunkach (pH
1-3 w $rodowisku wodnym, temperatura pokojowa; Radhakrishna et al., 1979) z catkowita
retencja konfiguracji. Podobnie dziataja inne trdjwiazalne zwiazki jodu, np. jodozobenzen
(PhIO) lub hydroksy-(tosyloksy)-jodobenzen (PhI(OTs)OH).

Okazato sig, ze otrzymana przez mnie pochodna jodozobenzenu rozktada wyjsciowy
2-cyjano-3-(p-hydroksyfenylo)-propionamid. Reakcj¢ prowadzitem mieszajac 0.75M roztwoér
nitrylo-amidu w mieszaninie woda-DMF 1:1 (v/v) w temperaturze pokojowej. Pomimo
stosowania  roznych nadmiarow  molowych  bis-(trifluorooctanu)  jodozobenzenu
1 manipulowania czasem reakcji nie udalo mi si¢ uzyska¢ nitrylu tyrozyny w wykrywalnych
ilosciach. Moze to si¢ uda¢ stosujac inne, bardziej tagodne reagenty w przegrupowaniu
Hoffmana, 1lub stosujac inna metod¢ syntetyczna prowadzaca od 2-cyjano-

3-(p-hydroksyfenylo)-propionamidu do tyrozyny.

3.1.2.3.1.4.1. Synteza bis-(trifluorooctanu) jodozobenzenu

Bis-(trifluorooctan) jodozobenzenu uzyskatem utleniajac jodobenzen do bis-octanu
jodozobenzenu za pomoca perhydrolu w bezwodniku octowym (Swaminathan
& Venkatasubramanian, 1975), a nastgpnie przeksztatcitem go w koncowy produkt poprzez
rekrystalizacj¢ w TFA — w tych warunkach nast¢powata transacyloksylacja (Loudon et al.,
1984; Schemat 30).

OOCCF,
rekrystalizacja [

@/ H Oz(aq)/Ac2 @/ _ WTFA TFA ©/I\OOCCF3

Schemat 30. Synteza bis-(trifluorooctanu) jodozobenzenu

Synteza bis-octanu jodozobenzenu dala niezbyt wysoka wydajnos¢ (48%). Jego
przeksztalcenie do bis-(trifluorooctanu) jodozobenzenu zaszto jednak z bardzo dobra, 98%,

wydajnoscia. Cata synteza data produkt z 47% wydajnoscia.

Bis-octan jodozobenzenu:

38ml 35% wodnego roztworu H,O, i 160ml bezwodnika octowego mieszatem i ogrzewatem w 40°C
pod chtodnica zwrotna przez 4h (po 20min. mieszanina zaczgta wrze¢ wrzenie trwato okoto 10min.).
Nastepnie dodalem 14.0ml (25.5g; 12.5mmol) jodobenzenu i mieszalem roztwdér w temperaturze
pokojowej przez 22h. Odparowatem rozpuszczalniki, uzyskatem 19.1g (5.93mmol) biatego, stalego
bis-octanu jodozobenzenu z 48% wydajnoscia.

'H-NMR (200 MHz, D,0): & 1.84 (6H, CHs, s), 7.26-7.36 (2H, m-ArH, m), 7.43-7.52 (1H, p-ArH, m),
7.83-7.91 (2H, o-ArH, m)

Bis-(trifluorooctan) jodozobenzenu:

5.00g (15.5mmol) bis-octanu jodozobenzenu mieszalem z 10.0ml TFA w zamknigtym naczyniu
i ogrzewalem do rozpuszczenia substratu. Naczynie otworzytem, TFA odparowalo w ciagu Sh.
Pozostato$¢ przemytem 2 x 1ml eteru dietylowego. Uzyskatem 6.54g (15.2mmol) biatych krysztatow
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bis-(trifluorooctanu) jodozobenzenu z wydajnoscia 98%. Temperatura topnienia produktu wyniosla
118-121°C (literatura — Maletina et al., 1974; Makarchenka et al., 1975; — 119-126°C).

'H-NMR (200 MHz, D,0): & 7.35-7.47 (2H, m-ArH, m), 7.51-7.61 (1H, p-ArH, m), 7.98-8.05 (2H,
o-ArH, m)

3.1.2.3.2. Proba syntezy fenyloalaniny

Podjalem prébe syntezy fenyloalaniny z uzyciem enzymow hydrolizujacych nitryle.
Zastosowano podobne podejscie do sposobu przedstawionego dla syntezy tyrozyny
(3.1.2.3.1.). Wiedzac, ze produktem enzymatycznej hydrolizy 2-cyjano-3-fenylopropionitrylu
katalizowanej przez komorki Rh. erythropolis NCIB 11450, jak i przez ekstrakt komorkowy
z tego organizmu, jest 2-cyjano-3-fenylopropionamid (wstgpne badania wykonane przez
Christien Schortinghuis) nalezato: 1) otrzymaé substrat 2-cyjano-3-fenylopropionitryl; 2)
zsyntetyzowac¢ racemiczny produkt hydrolizy 2-cyjano-3-fenylopropionamid w celu opraco-
wania sposobu chromatograficznego oznaczenia nadmiaré6w enancjomerycznych podczas

hydrolizy enzymatycznej; 3) przeksztatci¢ 2-cyjano-3-fenylopropionamid w fenyloalaning.

3.1.2.3.2.1. Synteza 2-cyjano-3-fenylopropionitrylu

2-cyjano-3-fenylopropionitryl otrzymalem poprzez kondensacje Knoevenagela
malonodinitrylu z benzaldehydem (Hoffman et al., 1993), w wyniku ktorej powstawat
2-cyjano-3-fenyloakrylonitryl. Po redukcji tego zwiazku za pomoca benzaldehydu
i 1,2-fenylenodiaminy uzyskatem finalny 2-cyjano-3-fenylopropionitryl (Schemat 31).

NC CN PhCHO NC CN

It
NC | 0-Ph(NH,),
> + —_ —
NC HO

HO HO
Schemat 31. Synteza 2-cyjano-3-fenylopropionitrylu.

Kondensacja Knoevenagela prowadzita do ilosciowych wydajnosci 2-cyjano-
3-fenyloakrylonitrylu. Redukcja do 2-cyjano-3-fenylopropionitrylu data rowniez bardzo

dobra, 90% wydajnos¢, ktora jest jednoczesnie wydajnoscia catej syntezy.

2-cyjano-3-fenyloakrylonitryl:

Mieszatem 5.18g (78.5mmol) malonodinitrylu, 9.66g (91.1mmol) benzaldehydu i 0.66g piperydyny
w 150ml etanolu przez 24h w temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodalem 250ml wody, mieszaning
ekstrahowatem 3 x 50ml octanu etylu. Polaczone warstwy organiczne suszylem nad MgSO,,
odsaczylem, rozpuszczalnik odparowatem. Otrzymatem 12.9g (78.5mmol) biatego, statego 2-cyjano-
3-fenyloakrylonitrylu ze 100% wydajnoscia.

'H NMR (100MHz, CDCls): & 7.26-7.65 (3H, m- and p-ArH, m), 7.78 (1H, CH, s), 7.87-7.97 (2H, o-
ArH, m)

2-cyjano-3-fenylopropionitryl:

Mieszatem 1.08g (6.35mmol) 2-cyjano-3-fenyloakrylonitrylu, 0.72g (6.9mmol) fenyleno-1,2-diaminy
i 0.71g (6.7mmol) benzaldehydu w 65ml etanolu w temperaturze pokojowej przez 16h. Etanol
odparowalem, pozostatos¢ zawiesitem w 50ml chlorku metylenu. Po przesaczeniu odparowalem
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rozpuszczalnik z przesaczu. Otrzymatem 0.89g (5.7mmol) biatego statego 2-cyjano-
3-fenylopropionitylu z wydajnos$cia 90%.

'H NMR (100MHz, CDCly): & 3.23 (2H, CH,, d, 6.9Hz), 3.84 (1H, CH, t, 13.9Hz), 7.26-7.41 (5H,
ArH, m)

3.1.2.3.2.2. Synteza (R,S)-2-cyjano-3-fenylopropionamidu

Synteze (R,S)-2-cyjano-3-fenylopropionamidu przeprowadzitem poprzez kondensacje
Knoevenagela cyjanooctanu metylu z benzaldehydem prowadzaca do powstania 2-cyjano-
3-fenyloakrylanu metylu. W wyniku jego redukcji za pomoca magnezu w obecnosci kwasu
uzyskalem 2-cyjano-3-fenylopropionian metylu. Podstawiajac grupg metoksylowa estru
amoniakiem otrzymatem 2-cyjano-3-fenylopropionamid (Schemat 32).

COOMe MeOOC H,NOC

0 NC
NC | | oM HC HO
> + — —_—
Me0OC

Schemat 32. Synteza (R,S)-2-cyjano-3-fenylopropionamidu.

W wyniku kondensacji Knoevenagela uzyskatem z bardzo dobra (90%) wydajnoscia
2-cyjano-3-fenyloakrylan metylu. Jego redukcja do (R,S)-2-cyjano-3-fenylopropionianu
metylu zaszta rdOwniez bardzo wydajnie (93%). Natomiast przeksztalcenie estru w racemiczny
2-cyjano-3-fenylopropionamid dalo niezbyt wysoka wydajnos¢ (40%).

(R,S)-2-cyjano-3-fenylopropionamid uzyskatem z calkowita wydajnoscia 34%.

Uzyskany nitrylo-amid uzytem w poszukiwaniach chromatograficznej metody
oznaczania e.e. w reakcji hydrolizy enzymatycznej. W badaniach na HPLC uzytem kolumny:
AD Chiralpack, OB Chiralcel, OD Chiralcel i OJ Chiralcel stosujac mieszaniny izopropanolu
1 heptanu przy réznych szybko$ciach przeptywu. Chromatografi¢ wykonywano stosujac
detekcje UV przy dlugosciach fali 220 i 254nm. W tych warunkach nie udalo si¢ uzyskac
rozdziatu enencjomerow. Probowatem takze rozdzieli¢ enancjomery 2-cyjano-3-fenylopropio-
namidu za pomoca chromatografii gazowej uzywajac kolumn CP-chirasil-Dex CB (25m
x 0.25mm x 0.25m) i Gamma Dex 120TM (30m x 0.25mm x 0.25m), oraz zmieniajac

temperaturg podczas procesu, ale tu takze nie udato mi si¢ uzyskac rozdziatu enancjomeréw.

2-cyjano-3-fenyloakrylan metylu:

Mieszatem 5.05g (51.0mmol) cyjanooctanu metylu, 6.46g (60.9mmol) benzaldehydu i 0.44g
piperydyny w 70ml etanolu przez 1h w temperaturze pokojowej. Dodatem 200ml wody, mieszaning
ekstrahowatem 3 x 50ml octanu etylu. Polaczone warstwy organiczne suszylem nad MgSO,,
przesaczytem i odparowatem rozpuszczalnik. Pozostatos¢ rozdzielatem na kolumnie silikazelowej
uzywajac uktadu heptan-octan etylu 4:1 (v/v). Otrzymalem 8.58g (45.9mmol) 2-cyjano-
3-fenyloakrylanu metylu z wydajno$cia 90%.

'H NMR (100MHz, CDCls): & 3.95 (3H, OMe, s), 7.49-7.60 (3H, m- i p-ArH, m), 7.96-8.05 (2H,
o-ArH, m), 8.27 (1H, CH, s)

(R,S)-2-cyjano-3-fenylopropionian metylu:
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Mieszatem 994mg (5.31mmol) 2-cyjano-3-fenyloakrylanu metylu z 5.15g (214mmol) metalicznego
magnezu w 53ml metanolu przez 10min. Mieszaning ozi¢bitem do 0°C i wkroplitem do niej 98ml 6M
HCI (utrzymujac chtodzenie). Po dodaniu HCl roztwér mieszalem przez dzien w temperaturze
pokojowej, a nastgpnie ekstrahowatem 3 x 50ml eteru dietylowego. Potaczone warstwy organiczne
przemylem 40ml nasyconego roztworu NaCl, a nastgpnie suszylem nad MgSO,, przesaczytem,
rozpuszczalnik odparowatem. Otrzymalem 933mg (4.94mmol) (R,S)-2-cyjano-3-fenylopropionianu
metylu z wydajnoscia 93%.

'H NMR (300MHz): & 3.19-3.27 (2H, CH,, m), 3.71-3.78 (1H, CH, m), 3.79 (3H, OMe, s), 7.26-7.35
(5H, ArH, m)

(R,S)-2-cyjano-3-fenylopropionamid:

Rozpuscitem 3.96g (21.0mmol) (R,S)-2-cyjano-3-fenylopropionianu metylu w 200ml 7M NH;
w metanolu i mieszalem przez 64h w zamknigtej kolbie w temperaturze pokojowej. Nastepnie
odparowalem rozpuszczalnik, pozostato$¢ rozdzielitem na kolumnie silikazelowej w uktadzie octan
etylu-heptan 1:1 (v/v). Uzyskalem 1.47g (8.45mmol) bialego, stalego (R,S)-2-cyjano-
3-fenylopropionamidu z wydajno$cia 40%.

'H-NMR (200MHz, DMSO-d¢): § 2.90-3.13 (2H, CH,, m), 3.82-3.93 (1H, CH, m), 7.13-7.32 (5H,
ArH, m), 7.44 (1H, NH, bs), 7.73 (1H, NH, bs)

3.1.2.3.2.3. Enzymatyczna hydroliza 2-cyjano-3-fenylopropionitrylu

Enzymatyczna hydrolizg¢ 2-cyjano-3-fenylopropionitrylu przeprowadzitem uzywajac

komorek Rhodococcus erythropolis NCIB 11450 1 ekstraktu z tego organizmu (Schemat 33).

NC CN Rhodococcus erythropolis NCIB 11450 NC CONH,

komérki lub ekstrakt

Schemat 33. Enzymatyczna hydroliza 2-cyjano-3-fenylopropionitrylu.

W  obydwu wypadkach produktem hydrolizy enzymatycznej jest 2-cyjano-
3-fenylopropionamid (TLC).

Podczas reakcji katalizowanej przez komorki przeksztalcenie substratu w produkt jest
catkowite po 1.5h reakcji (TLC). Ze wzgledu na prawdopodobna racemizacj¢ na atomie
wegla w pozycji 2 nie oczyszczalem produktu, ktéory miatem zamiar uzy¢é do dalszych
przeksztatcen.

Reakcja z ekstraktem z komodrek Rh. erythropolis NCIB 11450 nie zachodzita
ilosciowo nawet po 21h (TLC). Tutaj takze nie oczyszczalem doktadnie produktu reakcji.

Proby przeksztatcenia 2-cyjano-3-fenylopropionamidu otrzymanego w wyniku
hydrolizy enzymatycznej nie powiodly sig, albowiem bis-(trifluorooctan) jodozobenzenu
rozklada zwiazki aromatyczne (w tej pracy zarowno pochodne fenylowe, jak
1 p-hydroksyfenylowe; 3.1.2.3.1.4.).

Hydroliza 2-cyjano-3-fenylopropionitrylu przy pomocy komorek Rhodococcus erythropolis
NCIB 11450:

Wytrzasatem mieszaning 111mg (0.712mmol) 2-cyjano-3-fenylopropionitrylu i 222mg komorek
Rhodococcus erythropolis NCIB 11450 w 200ml 0.1M buforu pirofosforanu sodu o pH 7.0 w 28°C
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przez 160min. przy szybkosci obrotéw 200rpm. Nastgpnie mieszaning zakwasitem 10ml stgzonego
HCI, nasycitem (NH4),SO,, 1 ekstrahowatem 4 x 100ml octanu etylu. Potaczone warstwy organiczne
suszylem nad Na,SO,, przesaczytem i odparowatem rozpuszczalnik. Uzyskalem 129mg surowego
2-cyjano-3-fenylopropionamidu (TLC).

Hydroliza 2-cyjano-3-fenylopropionitrylu za pomoca ekstraktu z Rhodococcus erythropolis
NCIB 11450:

Wytrzasatem mieszaning 114mg (0.731mmol) 2-cyjano-3-fenylopropionitrylu i 3.00ml ekstraktu
z komorek Rhodococcus erythropolis NCIB 11450 w 50ml 0.1M buforu pirofosforanu sodu o pH 7.0
w 28°C przez 21h przy szybko$ci wytrzasania 200rpm. Mieszaning zakwasitem stezonym HCI,
nasycitem (NH4),SO,4, dodatem 150ml wody i ekstrahowalem 5 x 50ml octanu etylu. Polaczone
warstwy organiczne suszytem nad Na,SO,, przesaczytem i odparowatem rozpuszczalnik. Pozostatos¢
przemylem heptanem. Otrzymatem 111mg surowego 2-cyjano-3-fenylopropionamidu (TLC).

3.1.3. Syntezy L-tyrozyny znakowanej Yc

3.1.3.1. Synteza [1-'*C]-L-tyrozyny

Wygodnym sposobem otrzymania [1-'*C]-L-tyrozyny jest enzymatyczne utlenianie
[1-"*C]-L-fenyloalaniny za pomoca 4’-monooksygenazy fenyloalaninowej (PMO). W naszym
zespole zostata opracowana z moim udzialem metoda syntezy [1-'*C]-L-fenyloalaniny
(Augustyniak et al., 2001; Jemielity, 2001).

PMO nie jest enzymem dostgpnym handlowo, dlatego musialem otrzymac jego

preparat.

3.1.3.1.1. Izolacja monooksygenazy L-fenyloalaninowej z watroby szczura

Dobrym zrodiem enzymow utleniajacych aminokwasy aromatyczne sa watroby
ssakow. Jako zrodta PMO uzyto watroby szczura. W izolacji wykorzystano frakcjonowanie

etanolem i siarczanem amonu wedtug procedury Kaufmana, 1962.

Procedura (przeprowadzana w 4°C):

89g watrob szczurzych pokroitem, dodatem 130ml 10mM kwasu octowego i homogenizowatem.
Dodatem kolejne 130ml 10mM kwasu octowego i znéw homogenizowalem preparat. Mieszaning
wirowatem przez 45min. w 18kG. Osad odrzucitem, do supernatantu (260ml) dodatem 29ml etanolu
o temperaturze -40°C. Po catodziennym wytracaniu biatka preparat wirowatem przez 45min. w 18kG.
Osad odrzucitem, do supernatantu (290ml) dodatem kolejne 40ml etanolu o temperaturze -40°C. Osad
biatka wytracatem przez dzien, po czym odwirowalem przez 45min w 18kG. Supernatant odrzucitem,
osad rozpuscitem w 25ml 33mM buforu fosforanu potasu o pH 7.4, roztwor miat 30ml objetosci.
Dodatem do niego 6.2g siarczanu amonu i wytracalem bialko przez dzien. Mieszaning wirowatem
przez 45min. w 18kG. Osad odrzucitem, do supernatantu dodatem 1.71g siarczanu amonu. Biatko
wytracitem przez dzien i wirowatem przez 45min. w 18kG. Supernatant odrzucitem, osad rozpuscitem
w 8ml 33mM buforu Tris o pH 6.8. Otrzymany preparat PMO przeprowadzal 81.7% L-fenyloalaniny
W L-tyrozyng w ciagu 2 dni.

Oznaczanie aktywnosci PMO w preparacie:

Reakcje przeprowadzatem w 1ml 0.1M buforu fosforanu potasu o pH 6.8, ktory zawieral 2mM
L-fenyloalaniny, 2mM DTT, 50uM b,L-6-metylo-5,6,7,8-tetrahydropteryny, 15kU katalazy i 0.10ml
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badanego preparatu. Reakcje¢ prowadzitem przez 2 dni w temperaturze pokojowej. Do oznaczania
ilosci powstatej L-tyrozyny za pomoca 1-nitrozo-2-naftolu (3.1.1.3.) pobieratem 0.10ml mieszaniny.

3.1.3.1.2. Synteza [1-'*C]-L-tyrozyny

Synteze [1-'*C]-L-tyrozyny wykonatem w kilku etapach. Pierwszym z nich byla
substytucja atomu chloru w kwasie chlorooctowym anionem '*CN", kolejnym alkaliczna
hydroliza grupy nitrylowej do karboksylowej, nastgpnie w wyniku kondensacji Knoevenagela
powstatego kwasu [1-'*C]-malonowego z benzaldehydem uzyskano kwas [1-'*C]-(E)-cyna-
monowy. [1-'*C]-L-fenyloalaning otrzymalem przez addycje amoniaku do wspomnianego
kwasu cynamonowego katalizowana przez liazg¢ L-fenyloalaninowa (Augustyniak et al.,
2001b; Jemielity, 2001). L-fenyloalanine utlenitem do [l-'*C]-L-tyrozyny za pomoca
otrzymanej 4’-monooksygenazy fenyloalaninowej (Milstien & Kaufman, 1975; Augustyniak
et al., 2001a). Schemat 34 przedstawia kolejne etapy syntezy [1-'*C]-L-tyrozyny.

14CN- NaOH

CICH,COONa —— N"c” coon S

HOO “c” ~CooH

\ ©/CHO
14 14 2COOH
COOH COOH ,,, S
- — -+
NH, NH,
HO

Schemat 34. Synteza [1-14C]-L-tyrozyny

Synteza kwasu [1-'*C]-malonowego data wydajnosé¢ 48%. Prawdopodobnie duze
straty nast¢puja podczas procedury oczyszczania, najpierw podczas wytracania malonianu
wapnia, a pdzniej podczas ekstrakcji kwasu z fazy wodnej do eterowej, gdyz rozpuszczalnosé
kwasu malonowego w wodzie jest wyzsza niz w eterze dietylowym.

Podczas syntezy kwasu [1-'*C]-(E)-cynamonowego za pomoca kondensacji Knoeve-
nagela nalezy liczy¢ si¢ z utrata polowy izotopu wskutek dekarboksylacji jednej z grup
karboksylowych, w ktorych znajduje si¢ znacznik. Reakcja daje wysokie (82%) wydajnosci.

Enzymatyczna synteza [1-'*C]-L-fenyloalaniny z kwasu cynamonowego za pomoca
PAL daje wydajnosci rzedu 40% (w tym wypadku 37%), albowiem wtedy jest osiagany stan
rownowagi dla ukladu reakcyjnego. Nalezalo pamigta¢ o tym, aby stezenie kwasu
cynamonowego w mieszaninie reakcyjnej nie bylo duzo wigksze od uzytego tutaj 0.5mM,
albowiem jest on inhbitorem PAL. Amoniak dotaczany do czasteczki substratu pochodzi
z buforu amonowego. Do oczyszczania uzywalem ekstrakcji (celem odzyskania
nieprzereagowanego kwasu cynamonowego), a nastgpnie chromatografii kationowymiennej

celem oddzielenia soli pochodzacych z buforu od powstatego aminokwasu.
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Uzycie uzyskanego preparatu PMO dato dos¢ duze wydajnosci konwersji
[1-'*C]-L-fenyloalaniny w [1-"*C]-L-tyrozyne (68%), Tutaj rowniez bardzo istotne jest aby
stezenie substratu (L-fenyloalaniny) nie bylo wyzsze niz 2mM ze wzgledu na inhibicje
enzymu. Tlen z powietrza jest utleniaczem w tej reakcji, dlatego dobrze jest ja prowadzié
w otwartym naczynku 1 wstrzasa¢ co pewien czas. Przeno$nikiem tlenu jest stosowana jako
kofaktor pteryna. Reakcja utleniania jest procesem rodnikowym, dodatek katalazy rozklada
tworzacy si¢ ubocznie nadtlenek wodoru, ktory moze potencjalnie utlenia¢ aminokwasy
aromatyczne. Procedura oczyszczania obejmuje wytracanie biatka enzymatycznego za
pomoca kwasu chlorowego (VII), chromatografi¢ kationowymienna celem oddzielenia soli od
aminokwasOw, oraz chromatografi¢ podziatlowa na celulozie, ktora pozwala na rozdziat
L-tyrozyny od L-fenyloalaniny.

Cata synteza data wydajnos$¢ chemiczna 10% 1 radiochemiczna 3.8%.

Procedury syntezy L-fenyloalaniny i L-tyrozyny byly stosowatem wielokrotnie do
otrzymywania roznie znakowanych L-tyrozyn, dlatego tez podatem generalne procedury

syntezy tych aminokwasow, do ktérych beda odniesienia w dalszych rozdziatach pracy.

Kwas [1-'*C]-malonowy:

1.03g (10.9mmol) kwasu chlorooctowego rozpuscitem w 2.9ml wody i zobojetnitem Na,CO;.
Mieszanine oziebitem w lodzie, mieszatem i dodatem porcjami 656mg (10.1mmol) K'*CN (Polatom,
Swierk, Polska) o aktywnosci catkowitej 185MBq i wiasciwej 18.5MBg/mmol. Nastepnie mieszanine
mieszatem i ogrzewatlem do wrzenia pod chtodnica zwrotna przez 2h. Potem dodalem 584mg
(14.6mmol) stalego NaOH, roztwor mieszatem i ogrzewalem do wrzenia pod chtodnica zwrotna przez
13h. Po ochtodzeniu mieszaniny dodatem do niej 1.53g (13.8mmol) CaCl, rozpuszczone w 4.0ml
wody. Po catodziennej krystalizacji osad odsaczylem i rozpuscitem w stezonym HCI. Mieszaning
ekstrahowatem 10 x 12ml eteru dietylowego. Polaczone warstwy organiczne suszylem nad MgSQ,,
odparowalem eter z roztworu uzyskanego po przesaczeniu. Uzyskatem 508mg (4.88mmol) kwasu
[1-'*C]-malonowego o aktywnosci catkowitej 89.4MBq i wlasciwej 18.5MBg/mmol z wydajnoscia
chemiczna i radiochemiczna 48%. Temperatura topnienia produktu 133°C (literatura 135°C).

Kwas [1-"*C]-(E)-cynamonowy:

508mg (4.88mmol) kwasu [1-'*C]-malonowego o aktywnosci calkowitej 89.4MBq i wlasciwej
18.5MBg/mmol zmieszatem z 1.00ml (9.85mmol) $wiezo przedestylowanego benzaldehydu, 0.50ml
pirydyny, 30ul piperydyny i 0.11g Na,SO,4. Otrzymany roztwér mieszatem i ogrzewatem pod chlodni-
ca zwrotna do wrzenia przez 4h. Wydzielajacy si¢ '*CO, pochtaniatem w ptuczce z 0.1IM wodnym
roztworem NaOH, gaz wypieralem znad mieszaniny reakcyjnej argonem. Do ochtodzonej mieszaniny
reakcyjnej dodatem 10ml zimnej wody, roztwor zakwasitem stgzonym HCI, oraz ekstrahowalem
3 x 20ml eteru dietylowego. Polaczone warstwy organiczne ekstrahowatem 4 x 10ml 10% Na,COs.
Potaczone warstwy wodne zakwasitem stgzonym HCl. Wytracony produkt odsaczytem pod zmniej-
szonym ci$nieniem i suszylem nad P,Os. Uzyskatem 595mg (4.02mmol) kwasu [1-"*C]-(E)-cynamo-
nowego o aktywnosci catkowitej 27.7MBq i wiasciwej 6.88MBg/mmol z 82% wydajnosci chemiczne;j
i 31% radiochemicznej. Temperatura topnienia produktu 131°C (literatura 133-135°C).

[1-'*C]-L-fenyloalanina:

Ogolna procedura: reakcje przeprowadzatem w 1.8M buforze chlorku amonu o pH 9.7 (uzyskanym
za pomoca NaOH) zawierajacym 0.5mM kwas (E)-cynamonowy i 0.1U PAL na 1ml mieszaniny.
Reakcjg prowadzitem w 30°C przez 5 dni. Nast¢pnie mieszaning zakwaszatem 20ul st¢zonego HCI na
Iml mieszaniny. Mieszaning ekstrahowalem pigciokrotnie dwukrotnie mniejsza objgtoscia eteru
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dietylowego. Warstwe wodna nanositem na kolumne zawierajaca kationit Amberlit IR 120(H")
(150 x 15mm) i wymywalem woda sole z buforu (kontrola za pomoca 5%AgNO;), a nastgpnie
wymywatem L-fenyloalaning za pomoca 0.3M NHj. Frakcje zawierajace aminokwas taczylem
i odparowywatem z nich wodg.

Z 13.1mg (0.885mmol) kwasu [1-"*C]-(E)-cynamonowego o aktywnosci calkowitej 6.09MBq
i wlasciwej 6.88MBg/mmol otrzymatem 0.328mmol [1-'*C]-L-fenyloalaniny o aktywnosci calkowitej
2.26MBq i wlasciwej 6.88MBg/mmol z wydajnoscia chemiczna i radiochemiczna 37%.

[1-"*C]-L-tyrozyna:

Ogolna procedura: reakcj¢ przeprowadzitem w 0.1M buforze fosforanu potasu o pH 6.8, ktory
zawierat 2mM L-fenyloalaniny, 2mM DTT, 501.0uM b,L-6-metylo-5,6,7,8-tetrahydropteryny, 15kU
katalazy i 0.10ml PMO na 1ml mieszaniny. Reakcje prowadzitem przez 2 dni w temperaturze
pokojowej wytrzasajac roztwor w celu nasycenia go tlenem. Reakcj¢ przerywalem dodajac
0.1 objetosci 60% kwasu chlorowego (VII). Wytracone biatko odwirowywalem, supernatant
nanositem na kationit Amberlit IR 120(H") (150 x 15mm) i wymywalem woda sole z buforu (kontrola
za pomoca 5%AgNO; po uprzednim zobojetnieniu roztworu), a nastgpnie wymywatem aminokwasy
za pomoca 0.3M NH;. Frakcje zawierajace aminokwasy taczytem i odparowywatem z nich wodg.
Pozostalos¢ nanositem na preparatywna plytke celulozowa (DC-Cellulose, grubos¢ ptytki 0.1mm,
Merck) 20 x 20cm, ktora rozwijatlem w uktadzie chloroform-metanol-20% wodny roztwér amoniaku
58:32:10 (v/v/v). Plytke wywotywatem w ciemni fotograficznej za pomoca autoradiografii. Do
wysuszonej ptytki przyktadalem medyczna blong radiograficzna (18 x 24cm, Foton XS-1N),
ekspozycje prowadzitem przez dzien. Blong wywotywatem automatycznie za pomocg wywotywarki
Fuji Photo Film FPM-800A. Obszary plytki zawierajace L-tyrozyne (R od 0.2 do 0.4) wydrapywalem
1 wymywatem z nich aminokwas woda, ktoéra nastepnie odparowywatem.

Wychodzac z 36.1umol [1-"*C]-L-fenyloalaniny o aktywnosci catkowitej 248kBq i wlasciwej
6.88MBg/mmol otrzymatem 24.4umol [1-'*C]-L-tyrozyny o aktywnosci catkowitej 168kBq
i wlasciwej 6.88MBqg/mmol z 68% wydajnosci chemicznej i radiochemiczne;j.

3.1.3.2. Synteza [2-"*C]-L-tyrozyny

Synteze [2-'*C]-L-tyrozyny wykonatem w podobny sposob jak synteze [1-'*C]-L-tyro-
zyny (3.1.3.1.). Pierwszym etapem byta kondensacja Knoevenagela kwasu [2-'*C]-malonowe-
go z benzaldehydem, w wyniku ktérej otrzymano kwas [2-'*C]-(E)-cynamonowy.
[2-'*C]-L-fenyloalaning uzyskatem przez addycje amoniaku do wspomnianego kwasu
cynamonowego katalizowana przez liaz¢ L-fenyloalaninowa (Augustyniak et al., 2001b;
Jemielity, 2001). L-fenyloalaning utlenitem do [2-'*C]-L-tyrozyny za pomoca otrzymanej
4’-monooksygenazy fenyloalaninowej (Milstien & Kaufman, 1975; Augustyniak et al.,
2001a). Schemat 35 przedstawia kolejne etapy syntezy [2-'*C]-L-tyrozyny.

Synteza kwasu [2-14C]-(E)-cynamonowego za pomoca kondensacji Knoevenagela data
wysoka (85%) wydajno$¢ chemiczna, ale wydajno$¢ radiochemiczna byta duzo nizsza (31%).
Prawdopodobnie jest to efekt radiolizy handlowego preparatu kwasu [2-'*C]-malonowego.

Enzymatyczna synteza [2-'*C]-L-fenyloalaniny z kwasu cynamonowego data dobra
wydajno$é 44%. Przeksztalcenie wspomnianej L-fenyloalaniny w [2-'*C]-L-tyrozyne rowniez
zaszlo stosunkowo wydajnie (63%).

Cata synteza data wydajnos¢ chemiczna 23% 1 radiochemiczna 8.5%.
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Schemat 35. Synteza [2-14C]-L-tyrozyny

Kwas [2-"*C]-(E)-cynamonowy:

502mg (4.82mmol) kwasu [2-'*C]-malonowego (Moravek Biochemicals, USA) o aktywnosci
catkowitej 9.25MBq i wlasciwej 1.92MBg/mmol zmieszatem z 1.00ml (9.85mmol) $wiezo
przedestylowanego benzaldehydu, 0.50ml pirydyny, 30ul piperydyny i 0.10g Na,SO,. Otrzymany
roztwor mieszalem i ogrzewalem pod chtodnica zwrotna do wrzenia przez 4h. Do ochtodzonej
mieszaniny reakcyjnej dodatem 10ml eteru dietylowego i ekstrahowatem 5 x S5ml 2M KOH. Potaczone
warstwy wodne zakwasitlem 6.0ml stgzonego HCl. Wytracony produkt odsaczylem pod zmniejszo-
nym ci$nieniem i suszytem nad P,Os. Uzyskatem 604 mg (4.08 mmola) kwasu [2-'*C]-(E)-cynamono-
wego o aktywnosci catkowitej 2.84MBq i wlasciwej 695kBg/mmol z 85% wydajnosci chemiczne;j
i 31% radiochemicznej. Temperatura topnienia produktu 134°C (literatura 133-135°C).

[2-'*C]-L-fenyloalanina:

Synteze wykonatem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-fenyloalaniny (3.1.3.1.2.). Wychodzac z 9.7mg
(66 pmol) kwasu [2-'"*C]-(E)-cynamonowego o aktywnosci catkowitej 46kBq i wlhasciwej
695kBg/mmol otrzymatem 29umol [2-'*C]-L-fenyloalaniny o aktywnosci catkowitej 20kBq
i wlasciwej 0.69MBg/mmol z wydajnoscia chemicznag i radiochemiczng 44%.

[2-"*C]-L-tyrozyna:
Synteze wykonatlem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.2.). Wychodzac z 20pumol
[2-'*C]-L-fenyloalaniny o aktywnosci catkowitej 14kBq i wlasciwej 0.69MBg/mmol otrzymatem
13umol [2-'*C]-L-tyrozyny o aktywnosci calkowitej 8.7kBq i whasciwej 0.69MBg/mmol z 63%
wydajno$ci chemicznej i radiochemiczne;j.
3.1.3.3. Synteza [3-"*C]-L-tyrozyny

Do syntezy [3-'*C]-L-tyrozyny wykorzystalem metode podobna do syntezy
[1-"*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.). Uprzednio otrzymatem kwas [3-'*C]-(E)-cynamonowy. Cel
osiagnalem wychodzac z otrzymanego uprzednio w naszym zespole alkoholu
[1-"*C]-benzylowego (Bukowski ef al., 1998; Bukowski, 2001), ktéry utleniono do aldehydu
[1-"*C]-benzoesowego za pomoca dehydrogenazy alkoholowej. W reakcji Knoevenagela
otrzymatem z aldehydu kwas [3-'*C]-(E)-cynamonowy. [3-'*C]-L-fenyloalaning uzyskalem
przez addycje amoniaku do kwasu cynamonowego katalizowana przez liazg
L-fenyloalaninowa. L-fenyloalanine utlenitem do [3-'*C]-L-tyrozyny za pomoca otrzymanej
4’-monooksygenazy fenyloalaninowej (Milstien & Kaufman, 1975). Schemat 36 przedstawia
kolejne etapy syntezy [3-'*C]-L-tyrozyny.

Enzymatyczne  utlenianie  alkoholu  [1-'*C]-benzylowego  do  aldehydu

[1-'*C]-benzoesowego przy pomocy YADH i NAD' jako utleniacza zwykle daje bardzo
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dobre wydajnosci po krétkim czasie reakcji dla alkoholi pierwszorzedowych. W wyniku
zastosowanej procedury uzyskatem mieszaning powstatego aldehydu z nieprzereagowanym
substratem. W celu uniknigcia strat radioaktywnego benzaldehydu dodatem nieznakowanego
aldehydu podczas ekstrakcji. Synteze przeprowadzitem mozliwie jak najszybciej 1 staratem
si¢ unika¢ zbyt dlugiego kontaktu benzaldehydu z tlenem ze wzgledu na utlenianie aldehydu

do kwasu benzoesowego. Rowniez z tego wzgledu surowy produkt poddatem nastgpnemu

etapowi syntezy natychmiast po wytworzeniu i niezbednej obrdbce.
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Schemat 36. Synteza [3-14C]-L-tyrozyny

Synteza kwasu [3-'*C]-(E)-cynamonowego za pomoca kondensacji Knoevenagela data
dobra (63%) wydajno$¢ chemiczng, ale wydajnos¢ radiochemiczna liczona z wyjSciowego
alkoholu benzylowego byta niska (14%). Moze to wynika¢ ze stosunkowo niskiej wydajnosci
w reakcji utleniania alkoholu benzylowego do benzaldehydu.

Enzymatyczna synteza [3-'*C]-L-fenyloalaniny z kwasu cynamonowego data niska
wydajno$é 5.0%. Przeksztatcenie wspomnianej L-fenyloalaniny w [3-'*C]-L-tyrozyne réwniez
zaszlo mato wydajnie (28%). Niskie wydajnos$ci etapéw enzymatycznych mogly by¢ spowo-
dowane inaktywacja enzymow wskutek dlugotrwatego przechowywania, wielokrotnego
rozmrazania, jak i obecnosci inhibitorow jako zanieczyszczen wyjsciowych substratow.

Synteza [3-'*C]-L-tyrozyny przebiegta z wydajnoscia chemiczna 0.88% i radiochemi-
czna 0.20%. Pomimo niskich wydajnosci udato si¢ uzyska¢ ilos¢ zwiazku pozwalajaca na

przeprowadzenie badan nad mechanizmem dziatania fenololiazy tyrozynowe;.

Aldehyd [1-"*C]-benzoesowy:

Do mieszaniny 134mg (0.202mmol) NAD" i 2940U YADH w 5.0 ml 0.083M buforu pirofosforanu
sodu (doprowadzonego Na,HPO, do pH 8.7) dodatem 0.125mmol alkoholu [1-"*C]-benzylowego
o aktywnos$ci calkowitej 1.80MBq i wlasciwej 14.4MBg/mmol rozpuszczonego w 1.8ml eteru
dietylowego. Mieszaning inkubowalem w temperaturze pokojowej przez 1h pod argonem, a nastgpnie
ekstrahowatem 5ml eteru dietylowego i 2 x 5ml eteru dietylowego z dodatkiem 0.50 ml
przedestylowanego benzaldehydu (facznie 9.91mmol) i jeszcze 5ml eteru dietylowego. Polaczone
warstwy eterowe suszytem przez 15min. nad bezwodnym Na,SO,4 pod argonem i przesaczytem. Eter
odparowalem pod zmniejszonym ci$nieniem. Uzyskalem 1.05g (9.90mmol) surowego aldehydu
[1-"*C]-benzoesowego o aktywnosci catkowitej 1.80MBq i wasciwej 14.4MBg/mmol.

Kwas [3-"*C]-(E)-cynamonowy:
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1.05g (9.90mmol) aldehydu [1-"*C]-benzylowego o aktywnosci calkowitej 1.80MBq i whasciwej
14.4MBg/mmol zmieszatem z 2.06g (19.8mmol) kwasu malonowego, 1.0ml pirydyny, 50ul
piperydyny i 0.31g Na,SO,. Otrzymany roztwor mieszatem i ogrzewatem pod chiodnica zwrotna do
wrzenia przez 4h. Do ochlodzonej mieszaniny reakcyjnej dodatem (ciagle mieszajac roztwor) 20ml
wody i 5.0 ml stezonego HCl. Wytracony osad odsaczytem pod zmniejszonym cisnieniem i
rekrystalizowalem rozpuszczajac go w minimalnej ilo$ci wrzacego etanolu oraz wytracajac zimna
woda. Po odsaczeniu pod zmniejszonym cisnieniem i suszeniu nad P,Os otrzymalem 923mg
(6.24mmol) kwasu [3-'*C]-cynamonowego o aktywnosci calkowitej 252kBq i wlhasciwej
40.3kBg/mmol z 63% wydajnos$ci chemicznej i 14% radiochemicznej (wzgledem wyjsciowego
alkoholu [1-'*C]-benzylowego). Temperatura topnienia produktu 133°C (literatura 133-135°C).

[3-14C]-L-fenyloalanina:

Synteze wykonatem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-fenyloalaniny (3.1.3.1.2.). Wychodzac ze 163mg
(1.10mmol) kwasu [3-'*C]-(E)-cynamonowego o aktywnosci calkowitej 44.3kBq i wlasciwej
40.3kBg/mmol otrzymatem 55.0umol [3-'*C]-L-fenyloalaniny o aktywnosci catkowitej 2.22kBq
i wlasciwej 40.3kBg/mmol z wydajnoscia chemiczng i radiochemiczng 5.0%.

[3-'*C]-L-tyrozyna:
Synteze wykonatem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.2.). Wychodzac z 55.0pmol
[3-"*C]-L-fenyloalaniny o aktywnosci catkowitej 2.22kBq i whasciwej 40.3kBg/mmol otrzymatem
15.4umol [3-'*C]-L-tyrozyny o aktywnosci catkowitej 621Bq i wiasciwej 40.3kBq/mmol z 28%
wydajnosci chemicznej i radiochemiczne;.
3.1.3.4. Synteza [1>-"*C]-L-tyrozyny

W syntezie [1°-'*C]-L-tyrozyny wykorzystatem metode stosowana przez Beyera et al.,
1998. W ich pracy otrzymywano racemiczna [1’-">C]-tyrozyne poprzez kwas
[1°-*C]-p-hydroksybenzoesowy. Kwas ten otrzymano z malonianu dietylowego i 4H-piran-
4-onu. Po alkalicznej hydrolizie otrzymanego p-hydroksybenzoesanu etylu uzyskano kwas
p-hydroksybenzoesowy. Dla potrzeb swojej pracy uzylem t¢ metode wprowadzajac pewne
modyfikacje. [2-'*C]-malonian dietylu otrzymatem w wyniku wytracania [2-'*C]-malonianu
srebra z lekko zasadowego roztworu handlowo dostepnego kwasu [2-'*C]-malonowego,
1 przeksztalcenia soli w ester poprzez ogrzewanie z jodkiem etylu (Murray & Williams,
1958). [2-"*C]-malonian dietylu przeksztalcitem w kwas [1’-"C]-p-hydroksybenzoesowy
w omowiony powyzej sposob. Otrzymany kwas zdekarboksylowatem w bardzo wysokich
temperaturach (255°C) w zasadowym $rodowisku w obecnosci sproszkowanej miedzi do
[4-'*C]-fenolu (Aronoff, 1957), z ktorego uzyskatem [1°-'*C]-L-tyrozyne w wyniku reakcji
katalizowanej przez fenololiaz¢ tyrozynowa w obecno$ci S-metylo-L-cysteiny 1 PLP jako
kofaktora (Phillips et al., 1989). Schemat 37 przedstawia etapy syntezy [1°-'*C]-L-tyrozyny.

Wytracanie [2-'*C]-malonianu srebra przebieglo z dobra wydajnoscia (80%), ale
wydajno$¢ radiochemiczna byta duzo nizsza (43%). Mogto to by¢ spowodowane radioliza
handlowego preparatu kwasu [2-'*C]-malonowego.

Estryfikacja otrzymanej soli jodkiem etylu dala przecigtne wydajnosci (60%)

[2-'*C]-malonianu dietylu.
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Schemat 37. Synteza [1'-14C]-L-tyrozyny

Kluczowy etap w calej syntezie — otrzymywanie [1°-'*C]-p-hydroksybenzoesanu etylu
— zaszlo z satysfakcjonujaca wydajnoscia (70%), cho¢ wyraznie nizsza niz literaturowa (85%;
Beyer et al., 1998).

Hydroliza otrzymanego estru do kwasu [1’-'*C]-p-hydroksybenzoesowego zaszta
z bardzo wysoka wydajnoscia (96%) niewiele nizsza od literaturowej (99%; Beyer et
al., 1998).

Krytycznym etapem syntezy byla dekarboksylacja kwasu [1°-'*C]-p-hydroksybenzo-
esowego do [4°-'*C]-fenolu. Jest to bardzo mato wydajna reakcja, gdyz dekarboksylacja
kwaséw aromatycznych zachodzi w drastycznych warunkach (255°C), a tworzacy sie fenol,
jak 1 substrat tatwo ulegaja rozktadowi w takich warunkach. Dlatego wydajnos$¢ tego etapu
wyniosta tylko 2.4% (podczas probnej syntezy fenolu nieznakowanego uzyskalem niewiele
nieco wigksza wydajnos¢ 5.6%). Ta reakcja jest bardzo rzadko uzywana w syntezie, samo
znalezienie odpowiedniej procedury literaturowej sprawia klopoty. Np. procedura Owena
i Robinsa, 1949, (ogrzewanie 1.7g (12mmol) kwasu p-hydroksybenzoesowego z 0.83g
(15mmol) KOH w 10ml etanolu przez 24h w 150°C zaréwno pod chtodnicg zwrotna, jak i po
odparowaniu etanolu) dawala inny organiczny produkt reakcji niz fenol. Tym niemniej jednak
uzycie takiego etapu wydaje si¢ zasadne, gdyz pozwolito mi ono unikna¢ wieloetapowych
1 czasochtonnych przeksztalcen.

Ostatnim etapem syntezy bylo wiaczenie otrzymanego fenolu do czasteczki tyrozyny
poprzez reakcje z S-metylo-L-cysteing w obecnosci TPL. Otrzymano [1°-"*C]-L-tyrozyne ze
zwykla dla tej reakcji wydajnoscia 12%. Fenol dodawalem porcjami jako, ze jest on
stosunkowo silnym inhibitorem TPL. Dzigki temu pierwsze porcje fenolu moga by¢ bardziej

wydajnie przeksztalcane w L-tyrozyng. Nie udato mi si¢ wykrystalizowa¢ otrzymanej
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L-tyrozyny z mieszaniny reakcyjnej. Z tego wzgledu procedura oczyszczania zawierata etapy
chromatograficzne.

Cata synteza [1’-'*C]-L-tyrozyny data nikte wydajnosci: 0.092% chemicznie i 0.050%
radiochemicznie. Mimo to otrzymano wystarczajace iloSci zwiazku do przeprowadzenia

pomiardw kinetycznych efektow izotopowych.

[2-'*C]-malonian srebra:

5ml wodnego roztworu zawierajacego 522mg (5.02mmol) kwasu [2-'*C]-malonowego (Moravek
Biochemicals, USA) o aktywnos$ci catkowitej 4.63MBq i wlasciwej 922kBg/mmol zobojgtnitem
statym NaOH wobec papierka uniwersalnego. Do roztworu dodatem 40ml 5% wodnego roztworu
AgNO; (11.8mmol). Po odsaczeniu pod zmniejszonym ci$nieniem szary osad przemywalem zimna
woda i suszylem nad P,Os. Otrzymatem 1.27g (3.99mmol) [2-'*C]-malonianu srebra o aktywnosci
catkowitej 2.00MBq i wlasciwej 501kBq/mmol z wydajnoscia chemiczng 80% i radiochemiczna 43%.

[2-'*C]-malonian dietylu:

1.27g (3.99mmol) [2-'*C]-malonianu srebra o aktywnosci catkowitej 2.00MBq i wlasciwe;
501kBg/mmol, oraz 7.8ml (15.2g, 97.5mmol) jodku etylu mieszatem i ogrzewatem do wrzenia przez
3.5h. Po ochlodzeniu mieszaning przesaczyltem, osad przemytem 40ml eteru dietylowego. Eter
i nadmiar jodku etylu usunatem przez destylacje. Otrzymatem 382mg (2.39mmol) [2-"*C]-malonianu
dietylu o aktywnosci catkowitej 1.20MBq 1 wlasciwej 501kBg/mmol z 60% wydajnosci chemicznej
i radiochemicznej.

[1°-'*C]-p-hydroksybenzoesan etylu:

382mg (2.39mmol) [2-'*C]-malonianu dietylu o aktywnosci catkowitej 1.20MBq i wlasciwej
501kBg/mmol zmieszatem z 0.66g (6.9mmol) 4H-piran-4-onu w 12.4ml fert-butanolu i ogrzewatem
do wrzenia. Wkraplalem roztwor 0.65g (5.8mmol) fert-butanolanu potasu w 15ml tert-butanolu do
wrzacego 1 mieszanego roztworu reagentow w ciagu 4h. Nastepnie dodatem 9ml 1M HCI (9mmol)
i mieszatem z ogrzewaniem do wrzenia przez kolejne 50min. Rozpuszczalnik odparowatem, do pozo-
statosci dodatem 30ml wody. Mieszaning ekstrahowatem 4 x 15ml eteru fert-butylowo metylowego.
Potaczone warstwy eterowe ekstrahowalem 2 x 10ml wody. Z warstwy organicznej odparowalem
rozpuszczalnik. Otrzymatem 276 mg (1.66mmol) [1°-'*C]-p-hydroksybenzoesanu etylu o aktywnosci
catkowitej 832kBq i1 wtasciwej 501kBg/mmol z wydajnoscia chemiczna i radiochemiczng 70%.

Kwas [1’-'*C]-p-hydroksybenzoesowy:

276 mg (1.66mmol) [1’-"*C]-p-hydroksybenzoesanu etylu o aktywnosci catkowitej 832kBq
i wilasciwej 501kBg/mmol rozpuscitem w 10.5ml 2M wodnego roztworu NaOH (21mmol)
i mieszatlem przez 21h w temperaturze pokojowej. Nastgpnie mieszaning zakwasitem 2ml stgzonego
HCI (24mmol) i ekstrahowatem 5 x 10ml eteru fert-butylowo metylowego. Potaczone warstwy
organiczne ekstrahowatem 10ml 1M HCI. Po odparowaniu rozpuszczalnika z warstwy organicznej
uzyskatem 219 mg (1.59mmol) kwasu [1’-'*C]-p-hydroksybenzoesowego o aktywnosci catkowite;
789kBq 1 wlasciwej 501kBg/mmol z wydajnoscia chemiczna i radiochemiczna 96%.

[4°-"*C]-fenol:

219 mg (1.59mmol) kwasu [1’-"*C]-p-hydroksybenzoesowego o aktywnosci catkowitej 789kBq
i wlasciwej 501kBg/mmol rozpuscitem w 4.0ml chinoliny. Dodatem 150mg of Cu i ogrzewalem
mieszaning w tazni piaskowej w 255°C przez 80min. Po ochtodzeniu mieszaning zakwasitem 15ml
30% kwasu siarkowego i1 ekstrahowatem 8 x 10ml eteru dietylowego. Polaczone warstwy organiczne
ekstrahowatem 6 x 5ml 1M NaOH. Polaczone warstwy wodne zakwasitem stezonym HCI wobec
papierka uniwersalnego i ekstrahowatem 5 x 10ml eteru dietylowego. Z potaczonych warstw
eterowych odparowatem rozpuszczalnik. Fenol oczy$citem przez sublimacjg. Otrzymalem 3.6mg
(38umol) [4°-'*C]-fenolu o aktywnosci catkowitej 19.3kBq i whasciwej 0.50kBq/mmol z 2.4%
wydajnosci chemicznej i radiochemiczne;.

[1>-"*C]-L-tyrozyna:
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3.6mg (38umol) [4>-'"*C]-fenolu o aktywnosci catkowitej 19.3kBq i wiasciwej 0.50kBg/mmol
rozpuscitem w 0.50ml 0.05M buforu fosforanu potasu o pH 8.0. Mieszanina reakcyjna: 16.0mg
(0.119mmol) S-metylo-L-cysteiny w 1.00 ml 0.05M buforu fosforanu potasu o pH 8.0 zawierajacego
ImM merkaptoetanolu, 0.1mM PLP i 4U TPL. Roztwér fenolu dodawatem w 4 rownych porcjach
w ciagu 41h trwania reakcji. Reakcje przerwatem po 5 dniach dodajac 30ul stezonego HCIL
Mieszaning ekstrahowatem 5 x 1ml eteru dietylowego, a nastepnie naniostem na kationit Amberlit
IR120(H") (150 x 15mm). Sole wymywalem woda, a aminokwasy 0.3M NH;. Frakcje zawierajace
radioaktywno$¢ potaczytem, rozpuszczalnik odparowalem. Pozostalo$¢ naniostem na preparatywna
plytke celulozowa (DC-Cellulose, grubos¢ ptytki 0.1mm, Merck) 20 x 20cm, ktéra rozwijalem
w ukladzie chloroform-metanol-20% wodny roztwor amoniaku 58:32:10 (v/v/v). Plytke
wywotywalem w ciemni fotograficznej za pomoca autoradiografii. Do wysuszonej ptytki
przyktadatem medyczna btong radiograficzna (18 x 24cm, Foton XS-1N) prowadzitem ekspozycje
przez 4 dni. Blong wywotywalem automatycznie za pomoca wywotywarki Fuji Photo Film FPM-
800A. Obszary plytki zawierajace L-tyrozyng (R¢ od 0.2 do 0.4) wydrapywatem i wymywatem z nich
aminokwas woda, ktora nastgpnie odparowywatem. Oczyszczanie na ptytce celulozowej powtorzytem.
Otrzymatem 4.7umol [1’-'*C]-L-tyrozyny o aktywnoéci catkowitej 2.37kBq i wlasciwej
0.50kBg/mmol z 12% wydajnoscia chemiczng i radiochemiczna.

3.1.4. Syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru

L-tyrozyng mozna znakowac izotopami wodoru w kazdej pozycji. W tym podrozdziale
przedstawilem odpowiednie metody syntetyczne. L-tyrozyna znakowana izotopami wodoru
w pozycji 3°,5 pierScienia aromatycznego zostala uprzednio otrzymana w naszym zespole

(Koztowska, 2003), dlatego ich synteza nie byta wykonana w tej pracy.
3.1.4.1. Syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru w pozycji 2
3.1.4.1.1. Syntezy [2-*H]-L-tyrozyny

3.1.4.1.1.1. Synteza kwasu [2->H]-(E)-cynamonowego z kwasu [2-*H]-malonowego

Ta synteza zostala zaplanowana jako proba przed synteza [2-°H]-L-tyrozyny za
pomoca metody uzytej do syntezy [1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.). Z tego wzgledu otrzymatem
kwas [2-H]-(E)-cynamonowy jako produkt koncowy, albowiem dalsze etapy: przeksztatcenie
w [2-’H]-L-fenyloalanine za pomoca PAL, i w [2-’H]-L-tyrozyng za pomoca PMO byly juz
przeze mnie opracowane. Kwas [2-’H,]-malonowy uzyskalem przez wymiang protonéw
w pozycji a z rozpuszczalnikiem. W wyniku kondensacji Knoevenagela przeksztalcitem go
w kwas [2-’H]-cynamonowy. Schemat 38 przedstawia droge syntetyczna prowadzaca do

kwasu [2-?H]-cynamonowego.

©/CHO
COOH D,0 COOH mCOOH
< —— >< ——
COOH D" “coon D

Schemat 38. Synteza kwasu [2-2H]-(E)-cynamonowego
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Kwas [2-’H,]-malonowy uzyskalem 2z niska wydajnoscia (31%) wskutek
dekarboksylacji kwasu w warunkach reakcji. Podczas powtarzania tej procedury nalezy
zastosowac znacznie krotszy czas wymiany izotopowej celem zmniejszenia stopnia rozktadu
zwiazku. Spowoduje to stabsze wzbogacenie zwiazku w izotop. Wzbogacenie wyniosto 91%
(okreslone za pomoca 'H-NMR w obecno$ci wzorca wewngtrznego — kwasu benzoesowego).

Synteza kwasu [2-°H]-(E)-cynamonowego data wydajnos¢ (67%) nieco nizsza, niz
typowe dla reakcji Knoevenagela stosowanych w tej pracy. Wzbogacenie otrzymanego kwasu
w deuter bylo nizsze, niz w wyjSciowym kwasie malonowym (78% vs 94%). Wynika to
z ulatwionej wymiany protondéw z rozpuszczalnikiem w zasadowym $rodowisku reakc;ji.

Kwas [2-°H]-(E)-cynamonowy zostal otrzymany z kwasu malonowego z 21%
wydajnoscia.

Kwas [2-*H,]-malonowy:

894mg (8.60mmol) kwasu malonowego rozpuscitem w 5.0ml wody deuterowanej (zawarto$¢ deuteru
>99.8%; Polatom, Swierk, Polska) i ogrzewalem przez 24h w 80°C. Po odparowaniu wody
i wysuszeniu nad P,Os uzyskatem 287mg (2.71mmol) kwasu [2-’H,]-malonowego o wzbogaceniu

w deuter 91%. Wydajno$¢ syntezy wyniosta 31%
'H-NMR (200MHz, (CD5),CO): & 3.45 (0.09H, s)

Kwas [Z-ZH]-(E)-cynamonowy:

287mg (2.71mmol) kwasu [2-’H,]-malonowego o wzbogaceniu w deuter 91%, 1.00ml (1.04g;
9.85mmol) przedestylowanego benzaldehydu, 0.92ml pirydyny, 54ul piperydyny i 0.21g Na,SOy
mieszatem i ogrzewatlem do wrzenia pod chtodnica zwrotna przez 4h. Do ochtodzonej mieszaniny
dodatem 17ml wody i 2.0ml stezonego HCI. Roztwor ekstrahowalem 3 x 10ml eteru dietylowego.
Potaczone warstwy eterowe ekstrahowatem 5 x 20ml 20% K,CO;. Potaczone warstwy wodne
zakwasitem stezonym HCI, osad odsaczytem pod zmniejszonym cisnieniem i suszytem nad P,Os.
Uzyskatem 267mg (1.80mmol) kwasu [2-’H]-(E)-cynamonowego o wzbogaceniu w deuter 78%
z wydajnoscia 67%.

'H-NMR (200MHz, CDCly): & 6.47 (0.22H, a-H, d, 15.9Hz), 7.37-7.46 (3H, m- i p-ArH, m), 7.51-7.60
(2H, o-ArH, m), 7.80 (0.78H, S-H, s), 7.81 (0.22H, p-H, d, 15.9Hz)

3.1.4.1.1.2. Synteza [2-*H] -L-tyrozyny przy uzyciu wymiany protonu katalizowanej przez

tryptofanaze

Tryptofanaza w obecnosci PLP jako kofaktora katalizuje wymiang protonu
z rozpuszczalnikiem w pozycji 2 w wielu aminokwasach, takze w L-tyrozynie. Dzigki temu
mozna znakowaé L-tyrozyng w pozycji 2 izotopami wodoru, takiej metody uzyto do syntezy
3’-fluoro-[2-"H]-L-tyrozyny (Faleev et al; 1996). Schemat 39 ilustruje synteze
[2-’H]-L-tyrozyny za pomoca tryptofanazy.

T¢ metodg syntezy uzywatem podczas otrzymywania substratu do pomiaru kinetyki
TPL dla [2-*H]-L-tyrozyny w wodzie deuterowanej, albowiem w takim wypadku nie bylo
koniecznosci izolowania otrzymanej znakowanej tyrozyny, a do pomiaru kinetyki uzywalem
roztworu reakcyjnego po uprzedniej inaktywacji tryptofanazy; w tym celu roztwor

ogrzewatem do wrzenia. Wymiang protonu kontrolowatem za pomoca ESI MS (3.1.1.1.).
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COOH Trpaza COOH
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mz D,0 mz
HO HO

Schemat 39. Synteza [2-2H]-L-tyrozyny za pomoca tryptofanazy

[2-H]-L-tyrozyna:

W 42.1ml wody deuterowanej (>99.8% deuteru; Polatom, Swierk, Polska) rozpuscitem 22.8mg
(0.126mmol) L-tyrozyny, 371mg (2.13mmol) K,HPO, i 1.Img (4.5umol) PLP. Roztwér
doprowadzitem do pH 8.3 za pomoca stalego KH,PO4. Dodatem 1.02U tryptofanazy. Reakcje
prowadzitlem przez 7 dni, po czym roztwdr ogrzewatem kilka minut we Wrzqcej wodzie. Po
0dW1rowan1u wytraconego biatka supernatant zebralem. Otrzymatem roztwor zawierajacy 0.126mmol
[2-*H]-L-tyrozyny o wzbogaceniu w deuter >98% ze 100% wydajnoscia.

'H NMR (200MHz, D,0): § 3.03 (1H, g-H, d, 14.4Hz), 3.18 (1H, §-H, d, 14.4Hz), 6.89 (2H, ArH, d,
8.7Hz), 7.18 (2H, ArH, d, 8.7Hz)

ESIMS Q-TOF: m/z [M+1] 183.11

3.1.4.1.1.3. Synteza [2-’H]-L-tyrozyny z fenolu i S-metylo-L-cysteiny katalizowana przez
fenololiaz¢ tyrozynowa

Wygoda metoda syntezy [2-°H]-L-tyrozyny jest reakcja fenolu z S-metylo-L-cysteina
w wodzie deuterowanej jako zrodtem rozpuszczalnika (Kiick & Phillips, 1988). Znacznik
wodorowy w pozycji 2 pochodzi z rozpuszczalnika. Reakcje katalizuje TPL w obecnosci PLP

jako kofaktora (Schemat 40). Metodg t¢ zastosowatem w swoich badaniach.

©/0H ~ /\‘/COOH TPL O/\‘{COOH

Schemat 40. Synteza [Z-ZH]-L-tyrozyny za pomoc3 fenololiazy tyrozynowej

Zaleta tej metody jest przede wszystkim proste oczyszczanie — L-tyrozyna wypada
z roztworu w postaci igtlowatych krysztatkéw. Izolacja polega na ich odsaczeniu i przemyciu.
Procedura data 24% wydajnosci, mniej niz w literaturze (32%; Kiick & Phillips, 1988). Jest to
stosunkowo dobra metoda syntezy L-tyrozyny znakowanej w pozycji 2 ze wzgledu na prostote

oczyszczania produktu.

[2-*H]-L-tyrozyna:

Sporzadzitem roztwoér 96.5mg (0.715mmol) S-metylo-L-cysteiny w 12.1ml 0.05M buforu fosforanu
potasu w wodzie deuterowanej (>99.8% deuteru; Polatom, Swierk, Polska) o pH 8.0 zawierajacy
0.lmM PLP, 1mM merkaptoetanol i 48U TPL. Reakcj¢ prowadzitem przez 5 dni w 32°C. Do roztworu
dodatem w czterech porcjach 52.9mg (0.563mmol) fenolu w ciagu 28h. Wytracong tyrozyng
odsaczylem i1 przemylem etanolem oraz eterem dietylowym. Uzyskalem 24.9mg (133umol)
[2-*H]-L-tyrozyny o wzbogaceniu >97% z wydajnoscia 24%.
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3.1.4.1.2. Syntezy [2-*H]-L-tyrozyny

3.1.4.1.2.1. Synteza [2-3H]-L-tyrozyny z kwasu [2-3H2]-malon0weg0

Synteze [2-’H]-L-tyrozyny z kwasu [2-’H]-malonowego wykonatem wzorujac si¢ na
syntezie kwasu [2-’H]-(E)-cynamonowego (3.1.4.1.1.1.) i [1-"*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.).
Pierwszym etapem bylo otrzymanie kwasu [2-3H2]-malonowego w wyniku wymiany jego
protonéw a z woda trytowa w Srodowisku zasadowym. Nastgpnie otrzymatem z tego kwasu
kwas [2-3H]-(E)-cynamonowy w wyniku kondensacji Knoevenagela i przeksztalcilem go
w [2-’H]-L-fenyloalaning za pomoca liazy fenyloalaninowej. Fenyloalaning utlenitem do
[2-*H]-L-tyrozyny za pomoca 4’-monooksygenazy fenyloalaninowej (Milstien & Kaufman,
1975; Augustyniak et al., 2002; Schemat 41).

CHO

COOH HTO COOH ©/ ©/\(COOH
< — T—< —_—

COOH COOH T

j PAL
COOH COOH
O/\(" T PMO ©/\r,, T
HO NH, NH,

Schemat 41. Synteza [2-3H]-L-tyrozyny z kwasu [2-*H,] malonowego

Kwas [2-'H,]-malonowy uzyskalem z niska (uwzgledniajac fakt, ze jest to proces
wymiany izotopowej z rozpuszczalnikiem) wydajnoscia chemiczna (61%) ze wzgledu na
dekarboksylacje kwasu w warunkach reakcji (80°C). Wydtuzenie czasu reakcji nie jest
wskazane ze wzgledu na wspomniang dekarboksylacje.

Kwas [2-°H]-(E)-cynamonowy otrzymatem z duza (77%) wydajnoscia. Wydajnosé
radiochemiczna jest dwukrotnie nizsza, gdyz tylko jeden z 2 protonéw w kwasie malonowym
ulega wlaczeniu do kwasu cynamonowego podczas kondensacji Knoevenagela.

[2-H]-L-fenyloalaning uzyskatem z dobra dla tego procesu wydajno$cia 40%.

[2-’H]-L-tyrozyne otrzymano réwniez z satysfakcjonujaca wydajnoscia 82%. Przed
rozdziatem na ptytce celulozowej dodatem nieco [1-14C]-L-tyrozyny ze wzgledu na to, ze sam
tryt wytwarza promieniowanie o zbyt niskiej energii do zaczernienia btony fotograficznej sto-
sowanej do detekcji aminokwasow po chromatografii. W badaniach izotopowych w tej pracy
stosowano dodatek wtasnie takiej tyrozyny jako znacznika pilotowego, stad tez takie ,,zanie-

czyszczenie” nie powoduje probleméw w wykorzystaniu otrzymanej [2-"H]-L-tyrozyny.
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Cala synteza [2-’H]-L-tyrozyny zostala wykonana z 15% wydajnoscia chemiczna
(liczac z wyjsciowego kwasu malonowego) i 12% radiochemiczna (przeliczajac na kwas

[2-*H,]-malonowy).

Kwas [2-3H2]-malonowy:

480mg (4.62mmol) kwasu malonowego rozpuscitem w 1.00ml HTO o aktywnosci calkowitej
4.68GBq i wlasciwej 84.2MBg/mmol (Polatom, Swierk, Polska) i ogrzewalem przez 8h w 80°C
w zamknigtej ampulce. Po reakcji probke liofilizowatem, resztki HTO wymywalem kolejnymi
porcjami wody i liofilizowatem az do zaniku radioaktywno$ci w wodzie. Po suszeniu nad P,Os
otrzymatem 292mg (2.80mmol) kwasu [2-H,]-malonowego aktywnosci catkowitej 47.8MBq
i whasciwej 17.1MBg/mmol z 61% wydajnoscia chemiczna.

Kwas [2-H]-(E)-cynamonowy:

292mg (2.80mmol) kwasu [2-’H,]-malonowego aktywnosci catkowitej 47.8MBq i wlasciwej
17.1MBg/mmol zmieszatem z 0.500ml (522mg, 4.92mmol) $swiezo przedestylowanego benzaldehydu,
0.46ml pirydyny, 27ul piperydyny i 0.12g Na,SO,4. Mieszaning mieszalem i ogrzewatem do wrzenia
pod chtodnica zwrotna przez 4h. Po ozigbieniu dodalem do niej 10ml zimnej wody i 2.0ml stgzonego
HCIl. Mieszaning ekstrahowatem 4 x 10ml eteru dietylowego. Polaczone warstwy eterowe
ekstrahowatem 5 x 20ml 10% Na,CO;. Potaczone warstwy wodne zakwasitem 30ml stezonego HCI,
osad odsaczylem pod zmniejszonym ci$nieniem, przemytem zimna woda i suszylem nad P,Os.
Otrzymatem 318mg (2.15mmol) kwasu [2-’H]-(E)-cynamonowego o aktywnosci catkowitej 15.2MBq
i wlasciwej 7.08MBg/mmol z 77% wydajnosci chemicznej i 38% radiochemiczne;.

[2-3H]-L-fenyloalanina:

Synteze przeprowadzitem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-fenyloalaniny (3.1.3.1.2.). Wychodzac
z 29.9mg (0.202mmol) kwasu [2->H]-(E)-cynamonowego o aktywnosci catkowitej 1.43MBq i wiasci-
wej 7.08MBg/mmol otrzymatem 80.7umol [2-’H]-L-fenyloalaniny o aktywnosci catkowitej 0.572MBq
i wlasciwej 7.08MBg/mmol z wydajnos$cia chemiczna i radiochemiczna 40%.

[2-*H]-L-tyrozyna:

Synteze przeprowadzitem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.2.). Przed rozdzialem na
phytce celulozowej dodatem do preparatu 20-krotnie mniejsza radioaktywno$é [1-'*C]-L-tyrozyny.
Wychodzac z 6.88umol  [2-’H]-L-fenyloalaniny o aktywnosci catkowitej 47.6kBq i whasciwej
7.08MBg/mmol otrzymatem 5.61pmol [2-’H]-L-tyrozyny o aktywnos$ci calkowitej 38.8kBq
i wlasciwej 7.08MBg/mmol z wydajnoscia chemiczna i radiochemiczng 82%.

3.1.4.1.2.2. Synteza [2-’H]-L-tyrozyny z uzyciem wymiany protonu Katalizowanej przez

tryptofanaze

Synteza [2-"H]-L-tyrozyny poprzez wymiang protonu « z woda trytowa w obecnosci
tryptofanazy zostala wykonana podobnie do syntezy [2-’H]-L-tyrozyny opisanej
w podrozdziale 3.1.4.1.1.2. (Augustyniak et al., 2004; Schemat 42).

COOH Trpaza COOH
—— un T
HO HO
Schemat 42. Synteza [2-3H]-L-tyrozyny za pomoc3 tryptofanazy

Otrzymatem [2->H]-L-tyrozyne z bardzo dobra wydajnoscia (98%).
[2-*H]-L-tyrozyna:
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Przygotowatem 1.50ml roztworu =zawierajacego 2.71umol L-tyrozyny, 0.lmM PLP, 20mg
tryptofanazy w 0.05M buforze fosforanu potasu o pH 8.3 zawierajacym wodg trytowa o aktywnosci
catkowitej 27.8GBq i whasciwej 334MBg/mmol (Polatom, Swierk, Polska). Mieszaning inkubowatem
w 30°C przez 5 dni. Mieszaning zakwasitem dodajac 20ul stgzonego HCI i naniostem na kationit
Amberlit IR 120(H") (150 x 15mm). Nadmiar wody trytowej i sole z buforu wymyltem woda.
Aminokwas wymytem 0.3M NH;. Frakcje zawierajace L-tyrozyne potaczylem i odparowatem
rozpuszczalnik. Uzyskalem 2.66pmol [2-’H]-L-tyrozyny o aktywnosci catkowitej 0.952 MBq
i wlasciwej 358MBqg/mmol z wydajnoscia chemiczna 98%.

3.1.4.2. Syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru w pozycji 3R

3.1.4.2.1. Synteza [3R-H]-L-tyrozyny

Do syntezy [3R-"H]-L-tyrozyny wykorzystalem metode zastosowana w syntezie
[1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.). Wykorzystujac otrzymany wcze$niej w naszym zespole kwas
[3-’H]-(E)-cynamonowy (Jemielity, 2001) przeksztalcitem go w [3R-’H]-L-fenyloalanine
poprzez addycje¢ amoniaku katalizowana przez liaz¢ fenyloalaninowa. W wyniku jej dziatania
atom wodoru w pozycji 3 kwasu cynamonowego znajduje si¢ w pozycji 3R powstalej
L-fenyloalaniny. Otrzymana [3R-’H]-L-fenyloalaning utlenitem do [3R-*H]-L-tyrozyny za
pomoca 4’-monooksygenzy fenyloalaninowej (Milstien & Kaufman, 1975; Schemat 43).

Synteza  [3R-"H]-L-tyrozyny z kwasu [3-’H]-(E)-cynamonowego  poprzez
[3R-*H]-L-fenyloalaning zaszta z niewielka wydajnoscia 1.9%. Niska wydajno$¢ moze byé
spowodowana mata aktywnoS$cia preparatow enzymow uzytych w syntezie. Utratg aktywnosci
biokatalizatorow powoduje np. czgste rozmrazanie enzymu, czy tez niewielka nawet
zawarto$¢ inhibitorow.

D D D

X COOH PAL COOH PMO /@/‘\KCOOH
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Schemat 43. Synteza [3R->H]-L-tyrozyny

[3R-*H]-L-fenyloalanina:

Synteze [3R-"H]-L-fenyloalaniny wykonatem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-fenyloalaniny (3.1.3.1.2.).
Wychodzac z 45.6mg (0.306mmol) kwasu [3-’H]-(E)-cynamonowego o wzbogaceniu w deuter >94%
uzyskatem surowa [3R-"H]-L-fenyloalaning.

[3R-*H]-L-tyrozyna:

Synteze [3R-"H]-L-tyrozyny wykonatem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.2.). Plytki
celulozowej nie wywolywalem przez autoradiografig, lecz za pomoca ninhydryny uzywajac
naniesionego obok probki wzorca. Wychodzac z otrzymanej surowej [3R-"H]-L-fenyloalaniny
uzyskatem 5.83pumol [3R-"H]-L-tyrozyny o wzbogaceniu w deuter >94% z wydajnoscia 1.9%.

'H NMR (200MHz, D,0): § 3.02 (1H, 3S-H, d, 7.0Hz), 3.92 (1H, a-H, d, 7.0Hz), 6.88 (2H, ArH, d,
8.7Hz), 7.18 (2H, ArH, d, 8.7Hz)

ESI MS Q-TOF: m/z [M+1] 183.13
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3.1.4.2.2. Synteza [3R-"H]-L-tyrozyny

W syntezie [3R-’H]-L-tyrozyny, analogicznie do syntezy [3R-’H]-L-tyrozyny
(3.1.4.2.1.), wykorzystalem metodg zastosowana w syntezie [1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.).
Wykorzystujac otrzymany wczesniej w naszym zespole kwas [3-3H]-(E)-cynamonowy
(Jemielity, 2001) przeksztatcitem go w [3R-"H]-L-fenyloalaning poprzez addycje amoniaku
katalizowana przez liaze fenyloalaninowa. Otrzymana [3R-"H]-L-fenyloalaning utlenitem do
[3R-"H]-L-tyrozyny za pomoca 4’-monooksygenzy fenyloalaninowej (Milstien & Kaufman,
1975; Augustyniak et al., 2002; Schemat 44).

T T T

©)\/COOH PAL ©/'\rCOOH PMO /©)YCOOH
— —
NH NH
2 HO 2

Schemat 44. Synteza [3R-*H]-L-tyrozyny
Synteza [3R-"H]-L-fenyloalaniny data nizsza niz zwykle wydajnos¢ 20%. Wychodzac
z tego zwiazku otrzymatem [3R-"H]-L-tyrozyne z bardzo dobra wydajnoscia 95%.

[3R-*H]-L-fenyloalanina:

Synteze [3R-"H]-L-fenyloalaniny wykonatem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-fenyloalaniny (3.1.3.1.2.).
Wychodzac z 25.5mg (0.172mmol) kwasu [3-’H]-(E)-cynamonowego o aktywnosci catkowitej
767kBq i whasciwej 4.46MBg/mmol otrzymatem 33.7umol [3R-*H]-L-fenyloalaniny o aktywnosci
catkowitej 150kBq i wtasciwej 4.46MBqg/mmol z wydajnoscia chemiczng i radiochemiczna 20%.

[3R-*H]-L-tyrozyna:

Synteze [3R-’H]-L-tyrozyny wykonalem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.2.).
Podobnie do syntezy [2-°"H]-L-tyrozyny dodano [1-'*C]-L-tyrozyny celem wykonania autoradiografii
(3.1.4.1.2.1.). Wychodzac z 33.7umol [3R-’H]-L-fenyloalaniny o aktywnosci catkowitej 150kBq
i wlasciwej 4.46MBg/mmol otrzymatem 31.9umol [3R-’H]-L-tyrozyny o aktywnosci calkowitej
142kBq i wlasciwej 4.46MBg/mmol z wydajnos$cia chemiczna i radiochemiczng 95%.

3.1.4.3. Syntezy L-tyrozyny znakowanej izotopami wodoru w pozycji 38

3.1.4.3.1. Synteza [3S-*H]-L-tyrozyny

W syntezie wykorzystatem fakt, ze liaza fenyloalaninowa katalizuje reakcje addycji
amoniaku do kwasu (£)-p-kumarowego, dajac jako produkt L-tyrozyng. Atom wodoru
w pozycji 3§ jest pobierany z rozpuszczalnika. Reakcja prowadzona w wodzie deuterowanej
daje [3S-’H]-L-tyrozyne (Schemat 45) analogicznie do syntezy [3S-H]-L-fenyloalaniny
(Jemielity, 2001).

Synteza [3S-"H]-L-tyrozyny data bardzo mala wydajnos¢ (0.46%). Nalezy jednak
pamigtaé, ze kwas (E)-p-kumarowy jest znacznie gorszym substratem w reakcji addycji
katalizowanej przez PAL niz kwas (E)-cynamonowy. Poza tym reakcja biegnie w wodzie

deuterowanej, co takze utrudnia zaj$cie reakcji i wptywa na struktur¢ biokatalizatora.
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Schemat 45. Synteza [3S-?H]-L-tyrozyny

[3S-*H]-L-tyrozyna:

W 60ml 2.08M buforu ND,4Cl (o zawartosci deuteru >98%; Aldrich) doprowadzonym do pH 9.7 za
pomoca 10% roztworu NaOD w wodzie deuterowanej (>99% deuteru; Polatom, Swierk, Polska) roz-
puscitem 1.36g (8.29mmol) kwasu (£)-p-kumarowego, do mieszaniny dodatem 4.17U PAL. Mieszani-
ne ogrzewalem w 30°C przez 8 dni. Reakcje przerwatem zakwaszajac roztwoér 2.0ml stezonego HCI.
Mieszaning ekstrahowatem 5 x 20ml eteru dietylowego. Warstwe woda naniostem na zywice
kationowymienna Amberlit IR 120HP(H") (300 x 30mm). Sole buforu wymytem woda, a aminokwas
za pomoca 0.3M NHj. Frakcje zawierajace aminokwas potaczylem, rozpuszczalnik odparowatem.
Otrzymatem 38.4umol [3S-*H]-L-tyrozyny o wzbogaceniu w deuter >97% z wydajno$cia 0.46%.

'H NMR (200MHz, D,0): § 3.04 (3R-H, g-H, d, 7.7Hz), 3.94 (1H, a-H, d, 7.7Hz), 6.90 (2H, ArH, d,
8.6Hz), 7.20 (2H, ArH, d, 8.6Hz)

ESI MS Q-TOF: m/z [M+1] 183.13

3.1.4.3.2. Syntezy [3S-"H]-L-tyrozyny

3.1.4.3.2.1. Synteza [3S-*H,1-"*C]-L-tyrozyny z kwasu [1-'*C]-(E)-cynamonowego

W syntezie [3S—3H,1-14C]-L-tyrozyny z kwasu [1-14C]-(E)-cynam0n0wego
wykorzystalem metode podobna do syntezy [1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.). Jako substrat
zastosowalem kwas [1-'*C]-(E)-cynamonowy otrzymany podczas wspomnianej syntezy
kwasu [1-'*C]-L-tyrozyny. W wyniku addycji amoniaku katalizowanej przez liaze
fenyloalaninowa w buforze zawierajacym wodg trytowa znacznik izotopowy wchodzi
w pozycje 3S powstatej L-fenyloalaniny. Przez jej utlenianie za pomoca 4’-monooksygenazy

fenyloalaninowej uzyskatem [3S-"H,1-'*C]-L-tyrozyne (Schemat 46).

14
X ~COOH ¢ “COOH ppo YCOOH
— —
HTO NH, Ho NH,

Schemat 46. Synteza [3S-*H,1-14C]-L-tyrozyny

100 ]
=

Do syntezy [3S-’H,1-""C]-L-tyrozyny wykorzystatem kwas [1-'*C]-cynamonowy.
Dodatek ten jest korzystny ze wzgledu na mozliwo$¢ przeprowadzenia autoradiografii
podczas oczyszczania tyrozyny, podobnie do syntezy [2-"H]-L-tyrozyny (3.1.4.1.2.1.).

Synteza [3S-H,1-'*C]-L-fenyloalaniny przebiegla z niezbyt wysoka dla tej reakcji
wydajnoscia 10%. Przeksztalcenie w [3S-"H,1-"*C]-L-tyrozyne dato dobra (82%) wydajno$é

chemiczna i radiochemiczna "*C i *H.
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Cala synteza data 8.4% wydajnoéci chemicznej i radiochemicznej '*C (liczac
z wyjéciowego kwasu [1-'*C]-cynamonowego), oraz 82% wydajnosci radiochemicznej *H

(wychodzac z [35-"H,1-'*C]-L-fenyloalaniny).

[35-*H,1-"*C]-L-fenyloalanina:

Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z 14.5mg (97.8umol) kwasu [1-'*C]-cynamonowego o aktywnosci
catkowitej 674kBq i wilasciwej 6.88MBg/mmol, 1.8ml 1.64M buforu chlorku amonu zawierajacego
wode trytowa o aktywnosci calkowitej 5.00GBq i wiasciwej 50.0MBg/mmol (Polatom, Swierk,
Polska), oraz 1U PAL. Reakcjg i izolacj¢ produktu prowadzitem w analogiczny sposob do syntezy
[1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.2.). Otrzymatem 10.1pmol [3S-’H,1-"*C]-L-fenyloalaniny o aktywnosci
catkowitej 69.2kBq '*C, 147kBq °H, i wlasciwej 6.88MBq '*C/mmol, 14.6MBq >H/mmol
z wydajnoscia chemiczna 10% i taka sama wydajnoscia radiochemiczna Hc.

[35-*H,1-"*C]-L-tyrozyna:

Synteze przeprowadzitem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.2.). Wychodzac
z 3.32umol [3S-’H,1-'*C]-L-fenyloalaniny o aktywnosci catkowite; 22.8kBq} “C, 48.8kBq °H,
i whasciwej 6.88MBq "*C/mmol, 14.6MBq *H/mmol otrzymatem 2.72umol [3S-"H,1-"*C]-L-tyrozyny
o aktywnosci catkowitej 18.8kBq '*C, 40.0kBq °H, i wlasciwej 6.88MBq '*C/mmol, 14.6MBq
*H/mmol z wydajnoscia chemiczna i radiochemiczna '*C i *H 82%.

3.1.4.3.2.2. Synteza [3S-"H]-L-tyrozyny z kwasu (E)-p-kumarowego

[3S-*H]-L-tyrozyne otrzymatem z kwasu (E)-p-kumarowego w reakcji katalizowanej
przez liazg fenyloalaninowa w sposob analogiczny do syntezy [3S-H]-L-tyrozyny (3.1.4.3.1.).
Znacznik trytowy pochodzit z wody trytowej (Augustyniak et al., 2004; Schemat 47).

PAL NH
HO HO :

Schemat 47. Synteza [3S-*H|-L-tyrozyny
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Synteza [3S-"H]-L-tyrozyny przebiegla z niska (5.8%) wydajnoscia chemiczna. Zaleta
tej syntezy (w porownaniu do syntezy z kwasu (E)-cynamonowego; 3.1.4.3.2.1.) jest jej
jednoetapowos¢ 1 prostsze oczyszczanie (bez koniecznosci wykonywania pracochionnej

chromatografii podzialowej na celulozie), a wada — nizsza wydajnosc¢.

[3S-*H]-L-tyrozyna:

16.2 mg (98.8umol) kwasu (E)-p-kumarowego rozpuscitem w 1.5ml 1.8M buforu amonowego o pH
9.7 zawierajacego wode trytowa o aktywnosci catkowitej 27.8GBq i wilasciwej 334MBqg/mmol
(Polatom, Swierk, Polska) i 0.834U PAL. Mieszaning inkubowatem przez 14 dni w 30°C. Roztwér
zakwasitem dodajac 20ul st¢zonego HCI, mieszaning ekstrahowatem 4 x 2.5ml eteru dietylowego.
Warstwe wodna naniostem na kationit Amberlit IR 120(H") (150 x 15mm). Jonit przemywatem woda
celem usunig¢cia nadmiaru wody trytowej, a nastgpnie aminokwas wymywatem 0.3M NHj. Frakcje
zawierajace produkt polaczytem, rozpuszczalnik odparowatem. Otrzymatem 5.73pumol [3S-*H]-L-
tyrozyny o aktywnosci catkowitej 0.719MBq i wlasciwej 126 MBg/mmol z wydajnoscia 5.8%.
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3.1.4.4. Syntezy [2’,6’-3H2]-L-tyrozyny

3.1.4.4.1. Synteza [2’,6’-3H2]-L-tyrozyny // [2’,6’-3H2]-L-fenyloalaniny

Synteze [2°,6’-"H,]-L-tyrozyny wykonatem poprzez utlenianie handlowo dostepnej
[2°,6’-’H,]-L-fenyloalaniny za pomoca 4’-monooksygenazy fenyloalaninowej analogicznie do
syntezy [1-'*C]-L-tyrozyny (Augustyniak ez al., 2001b; 4.3.1.1.). Synteze ilustruje Schemat
48. Synteze [2’,6’-"H,]-L-tyrozyny wykonatem z dobra, 58% wydajnoscia.

T T

COOH pp10 COOH
NH, NH,
T HO T

Schemat 48. Synteza [2',6'-*H, ]-L-tyrozyny z [2',6'-3H,]-L-fenyloalaniny

[2’,6’-3H2]-L-tyrozyna:

Synteze przeprowadzitem podobnie do syntezy [1-'*C]-L-tyrozyny (3.1.3.1.2.). Przed oczyszczaniem
na plytce celulozowej dodatem [1-'*C]-L-tyrozyny, jak to miato miejsce w syntezie [2-*H]-L-tyrozyny
(3.1.4.1.2.1.). Wychodzac z 3.1umol [2°,6’-’H,]-L-fenyloalaniny (Sigma) o aktywnosci calkowitej
131kBq i whasciwej 42MBg/mmol uzyskatem 1.8umol [2°,6’-*H,]-L-tyrozyny o aktywnosci catkowitej
76kBq 1 wlasciwej 42MBg/mmol z wydajnoscia chemiczng i radiochemiczng 58%.

3.1.4.4.2. Syntezy [2’,6’-3H2]-L-tyrozyny z fenolu

Synteze [2°,6’-’H,]-L-tyrozyny z fenolu wykonatem w kilku etapach
[2°,6’-’H,]-L-fenyloalaniny. Pierwszym byta katalityczna (w obecnosci K,PtCly) wymiana
wszystkich atoméw wodoru fenolu z woda trytowa w $rodowisku kwasnym prowadzaca do
[*Hs]-fenolu. Kolejnym etapem byta wymiana atoméw wodoru w pozycjach orto i para
fenolu z woda w $rodowisku kwasnym dajaca [3,5-’H,]-fenol (Werstiuk, 1987), ktory
nastgpnie wprowadzatem do czasteczki L-tyrozyny poprzez reakcj¢ z S-metylo-L-cysteina
katalizowana przez fenololiaz¢ tyrozynowa analogicznie do reakcji wykonanej w syntezie
[1°-"*C]-L-tyrozyny (3.1.3.4.). Szlak syntetyczny zostal przedstawiony na Schemacie 49.

Synteze [*Hs]-fenolu przeprowadzitem z 85% wydajnoscia chemiczna. Zdecydowana
wigkszo$¢ znacznika znalazla si¢ w pozycjach orto i para, gdyz reakcj¢ przeprowadzatem
w $srodowisku kwasnym.

Bez udzialu katalizatora przeprowadzitem usunigcie znacznika z pozycji orto 1 para,
stad tez [3,5-"H,]-fenol uzyskatem z niska wydajnoscia radiochemiczna (12%), przy dobrej
chemicznej (79%).

Ostatnim etapem syntezy byla konwersja [3,5-H,]-fenolu do [2’,6°-"H,]-L-tyrozyny,
ktora zaszta z 10% wydajnoscia. Izolacja produktu polegata na odsaczeniu wytraconej

L-tyrozyny.
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Cata synteza [2°,6’-"H,]-L-tyrozyny z fenolu data 6.7% wydajno$ci chemicznej (liczac
z wyjsciowego fenolu) i 1.2% radiochemicznej (liczac z [*Hs]-fenolu). Ta synteza daje
wprawdzie nizsze wydajnosci niz synteza z [2°,6’-"H,]-L-fenyloalaniny (3.1.4.4.1.), ale jej
zaleta jest mniejsza kosztochlonno$¢ (znakowana L-fenyloalanina jest znacznie drozsza od
wody trytowej) 1 mozliwo$¢ wytworzenia znacznie wigksze] ilosci produktu (stosowane
w syntezie z fenyloalaniny st¢zenia sa duzo nizsze).

C OOH
K PtCl
HCl T HCl COOH
HTO

Schemat 49. Synteza [2',6'-*H,]-L-tyrozyny z fenolu

[*Hs]-fenol:

999mg (10.6mmol) fenolu, 215mg (0.518mmol) K,PtCl,, 0.20ml stezonego HCI i 0.500ml wody
trytowej o aktywnosci catkowitej 200MBq i wiasciwej 7.20MBg/mmol (Polatom, Swierk, Polska)
ogrzewalem w zamknietej ampulce w 100°C przez 21h. Po ochtodzeniu dodatem 5ml wody
i ekstrahowalem mieszaning 5 x 5ml eteru dietylowego. Polaczone warstwy organiczne
ekstrahowatem 5 x 10ml wody. Po odparowaniu rozpuszczalnika z warstwy wodnej uzyskatem 849mg
(9.03mmol) [*Hs]-fenolu o aktywnosci catkowitej 36.8MBq i whasciwej 4.08MBg/mmol z 85%
wydajnoscia chemiczna.

[3,5-"H,]-fenol:

425mg (4.52mmol) [*Hs]-fenolu o aktywnosci catkowitej 18.3MBq i whasciwej 4.08MBg/mmol, oraz
6.0ml 2M HCI ogrzewalem w zamknietej amputce w 100°C przez 48h. Po ochtodzeniu mieszaning
ekstrahowatem 5 x 5ml eteru dietylowego. Polaczone warstwy organiczne ekstrahowatem 2 x Sml
wody. Odparowano eter z warstwy organicznej, fenol oczyszczano przez sublimacjg. Otrzymatem
337mg (3.59mmol) [3,5-°H,]-fenolu o aktywnosci catkowitej 2.25MBq i wiasciwej 627kBg/mmol
z 79% wydajnos$cia chemiczng i 12% radiochemiczna.

[2’,6’-3H2]-L-tyrozyna:

29.8mg (221pmol) S-metylo-L-cysteiny rozpuscitem w 4.0ml 0.1M buforu fosforanu potasu o pH 8.0
zawierajacego 0.lmM PLP, ImM merkaptoetanolu i 16U TPL. Dodawalem roztwor 15.3mg
(163umol) [3,5-’H,]-fenolu o aktywnosci catkowitej 102kBq i whasciwej 627kBg/mmol w 0.50ml
0.IM buforu fosforanu potasu o pH 8.0 w pigciu réwnych porcjach w ciagu poczatkowych 49h
trwania reakcji. Syntezg prowadzitem w 30°C przez 5 dni. Wytracone krysztaly tyrozyny odsaczytem
oraz przemylem etanolem i eterem dietylowym. Otrzymatem 16.3umol [2,6’-’H,]-L-tyrozyny
o aktywnos$ci catkowitej 9.37kBq 1 wlasciwej 575kBg/mmol z wydajnoscia chemiczng 10%
1 radiochemiczng 9.2%.
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3.2. Badanie mechanizmu dzialania fenololiazy tyrozynowej za pomocq
kinetycznych efektow izotopowych wegla i wodoru

W tej cze$ci rozdzialu opiszg wyniki moich badan nad mechanizmem dziatania
fenololiazy tyrozynowej za pomoca kinetycznych efektow izotopowych.

Do okreslenia kinetycznych efektow izotopowych wegla i wodoru w reakcji
hydrolitycznego rozkladu L-tyrozyny katalizowanej przez fenololiazg tyrozynowa
zdecydowatem si¢ uzy¢ dwoch technik dostepnych w naszym laboratorium: radiometrii
i pomiarow kinetyki reakcji. Radiometria pozwala na okre$lenie KIE izotopow
radioaktywnych metoda konkurencyjna, jest to bardzo dobra metoda wyznaczanie efektow
2C/"C i "HPH na kea/Km. Z kolei pomiary kinetyki umozliwiaja wyznaczenie KIE metoda
niekonkurencyjna, w ten sposéb wyznaczatem KIE "HPH na keat 1 na ke K. Zalozenia

obydwu metod przedstawilem w podrozdziale 2.3.1.

3.2.1. Wyznaczanie Kinetycznych efektow izotopowych za pomocg radiometrii

Do radiometrycznego wyznaczania KIE uzywatem otrzymanych uprzednio (3.1.3.)
L-tyrozyn znakowanych izotopami promieniotworczymi. Ich czysto$¢ i miejsce podstawienia
izotopowego byly sprawdzane metodami opisanymi w podrozdziale 3.1.1.

Podczas wykonywania eksperymentéw uwzglednialem metodologie stosowana w tego
typu pomiarach (2.3.1.). Do wyznaczenia KIE niezbgdne bylo wyznaczenie aktywnosci
wiasciwych wyjsciowego substratu i produktu, oraz stopnia przereagowania. W swoich
badaniach uzywatem metody podwodjnego znakowania.

Jako znacznik pilotowy w badaniu KIE trytu uzywatem '*C umieszczonego w grupie
karboksylowej. To ugrupowanie nie jest bezposrednio zaangazowane podczas reakcji, poza
tym efekty wegla sa zawsze duzo nizsze od efektow wodoru; dzigki temu mozna na
karboksylowej grupie L-tyrozyny zatozy¢ brak znaczacego KIE wegla. Takie zalozenie
umozliwia uzycie aktywnosci pilotowego znacznika '*C jako miary ilosci substratu.

W badaniach KIE "“C/"*C uzytem *H w pozycji 3',5', gdzie zmierzony KIE wynosit
1.003, jako znacznika pilotowego. Niska warto$¢ efektu, bliska wartosciom efektow wegla,
umozliwia takie zastosowanie znacznika trytowego w pozycji orfo wzgledem grupy
hydroksylowej L-tyrozyny do wyznaczenia KIE *C/"C.

W eksperymentach stosowatem od 3 do 50 razy wyzsze radioaktywnosci *H od "*C ze
wzgledu na charakterystyke promieniowania obydwu tych izotopow.

Do uktadu reakcyjnego zawierajacego L-tyrozyng, PLP (kofaktor) i enzym dodawatem
dehydrogenazy L-mleczanowej (LDH) i NADH w duzym nadmiarze. Takie podejscie

pozwala na bardzo szybkie (ze wzgledu na duzy nadmiar pozostatych reagentow)
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przeksztalcenie powstajacego niezbyt stabilnego pirogronianu w L-mleczan. Stabilnos¢
uzyskanego produktu pozwala na bezpieczna i kontrolowana procedurg przygotowania probek
do pomiaréw radiometrycznych.

Duzy nadmiar uktadu LDH/NADH uniemozliwia objawienie si¢ kinetycznego efektu
1zotopowego na reakcji redukcji pirogronianu, albowiem w warunkach szybkiej 1 iloSciowe;j
konwersji efekt izotopowy wynosi 1, poniewaz obydwa izotopologi ulegna catkowitemu
przeksztatceniu.

Reakcje przerywatem zakwaszajac mieszaning stezonym HCI.

Metoda konkurencyjna radiometryczna wymaga oddzielenia produktu reakcji od
substratu  w celu okreslenia ich aktywnosci wilasciwej. Wybralem chromatografi¢
jonowymienng jako metod¢ rozdziatu. Analiza wlasnosci substratow i produktow pozwala
zauwazy¢, ze substrat (L-tyrozyna) posiada grupg aminowa, ktéra umozliwia zwigzanie na
kationicie. Radioaktywne produkty powstale w trakcie reakcji (fenol, L-mleczan, woda) nie
beda wiazane przez zywicg, dzigki czemu mozna je iloSciowo wymy¢ woda z kolumny.
L-tyrozyng zaadsorbowang na jonicie po naniesieniu z kwasnego roztworu wywotywatem za
pomoca 0.3M roztworu amoniaku, ktory deprotonowal grupy aminowe L-tyrozyny
1 umozliwiat jej wymycie z kolumny. Fakt, ze pierwsze wymywane sa produkty reakcji jest
bardziej korzystny od sytuacji, gdy najpierw wymywa si¢ substrat.

Do wyizolowanych produktéw, jak i do probki wyjsciowego roztworu substratu,
dodawatem nieco wigksza objetos¢ (aby uzyska¢ homogenna mieszaning) koktajlu
scyntylacyjnego do probek wodnych. Nastepnie mierzytem radioaktywnos¢ '*C i *H probek
za pomoca uprzednio wykalibrowanego licznika scyntylacyjnego tak, aby uzyskaé
350 tysiecy zliczen podczas kilku pomiaréw. Bledy eksperymentalne wyznaczonych
radioaktywnos$ci danych probek nie przekraczalty 0.5%.

Aktywno$¢ wilasciwa wyjSciowego substratu 1 produktu w badaniu efektéw trytu
podawatem jako proporcje aktywnosci “H/'*C. Stopien przereagowania wyznaczalem
z aktywnosci '*C w tych zwiazkach. W badaniach KIE '*C/"*C miara aktywnosci whasciwej
byta proporcja aktywnosci '*C/°H, a stopien przereagowania wyznaczatem z aktywnosci *H.

Stosowatem uproszczone rdwnanie Yankwicha-Tonga (3) w celu wyznaczenia KIE
z aktywno$ci wlasciwych wyjSciowego substratu, produktu i stopnia przereagowania.

Eksperymenty kontrolne polegaty na wykonaniu procedury dla mieszaniny reakcyjnej
nie zawierajacej enzymu. Nie stwierdzitem istotnego wymycia uzywanych radioaktywnych
substratow z kolumny, jak 1 zmiany ich aktywnosci wtasciwych podczas procedury. Oznacza

to, ze procedura oczyszczania nie wprowadza dodatkowego efektu izotopowego.
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Reakcja katalizowana przez TPL nie zachodzi iloSciowo (maksymalne stopnie
przereagowania okazaty si¢ by¢ rzedu 50%), dlatego niemozliwe okazato si¢ wykonanie
kontroli dla 100% przereagowania. W zamian do roztworu uzyskanego po przemyciu jonitu
woda (czyli frakcji zawierajacej produkty podczas doswiadczenia z nieznakowana
L-tyrozyna) dodawalem nieco substratu o doktadnie znanej aktywnosci wlasciwe;.
Stwierdzitem, ze roztwdr produktow nie powoduje zmiany w pomiarach aktywnosSci
wlasciwej znajdujacych si¢ tam zwiazkow.

Bledy pomiaréw wyznaczatem z rownania Studenta dla 95% stopnia ufnosci.

Celem okreslenia zawarto$ci izotopéw w okreslonym produkcie rozdzielalem czg$é
roztworu produktow z wybranych eksperymentow. Fenol ekstrahowatem eterem dietylowym,
a L-mleczan izolowatem na zywicy anionowymiennej, a nastgpnie mierzytem radioaktywnos¢

uzyskanych roztworow.

Procedura:

Sporzadzitem mieszaning zawierajaca odpowiednio znakowana L-tyrozyng o stosunku
radioaktywnosci *H/'*C od 3 do 50, PLP, TPL, 20U/ml LDH (charakterystyke enzymow zamiescitem
w podrozdziale 3.1.) i 2-krotny nadmiar molowy NADH. Reakcje prowadzitem w buforze
zawierajacym 0.1M fosforan potasu, 0.2M chlorek sodu i 1mM b,L-ditiotreitol (DTT) o pH 8.3.
Reakcje prowadzitem w temperaturze pokojowej, co pewien czas pobieralem pewna porcj¢ roztworu
i zakwaszalem go 1/50 objetoéci stezonego HCI, oraz nanosilem na kationit Amberlit IR 120(H")
(60mm x 5Smm). Zywice przemywalem 5ml wody celem wymycia produktow reakcji. Substrat
odzyskiwatem wymywajac go 0.3M roztworem amoniaku. Radioaktywno$¢ mierzytem stosujac
koktajl scyntylacyjny do probek wodnych Rotiszint. Pomiary wykonywatem na liczniku
scyntylacyjnym Wallac 1409, Raytest, powtarzajac je kilkakrotnie do momentu uzyskania 350 tysigcy
zliczen. Warto$¢ efektu izotopowego wyznaczalem z aktywnosci wtasciwych produktu, wyjsciowego
substratu i stopnia konwersji stosujac rownanie (3).

Rozdzial produktow reakcji:

Z roztworu produktéw wybranego do analizy pobieralem 2ml mieszaniny, ktora ekstrahowatem
3 x 1ml eteru dietylowego. Polaczone warstwy eterowe przemytem woda. Warstwg wodna uzyskana
po ekstrakcji alkalizowatem za pomoca NaOH i nanositem na anionit Dowex 1x8 (OH). Ztoze
pozostawiatlem na kilka godzin celem dobrego zwiazania aniondéw z zywica, ktdra nastepnie
przemywatem woda. Mleczan wymywatem 1M roztworem cytrynianu sodu.

3.2.2. Wyznaczanie Kkinetycznych efektow izotopowych za pomoca pomiarow
kinetyki

Do wyznaczania KIE metoda niekonkurencyjna uzywalem otrzymanych poprzednio
izotopomerdw L-tyrozyny znakowanych deuterem w rdéznych pozycjach (3.1.4.).
Wzbogacenie w izotop, oraz potwierdzenie znakowania w danej pozycji wykonano za
pomoca "H-NMR i ESIMS (3.1.1.1.).

Eksperymenty wykonywatem stosujac si¢ do ogdlnych zasad wykonywania tego typu

pomiaréw opisanych w podrozdziale 2.3.1. W procedurze wzorowatem si¢ na pracy Kiicka
i Phillipsa, 1988.
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Do mieszaniny reakcyjnej dodawatem duzy nadmiar uktadu LDH/NADH.
W pomiarach kinetyki reakcji katalizowanej przez TPL umozliwia to detekcje powstajacego
pirogronianu, albowiem w wyniku jego szybkiej, nastepczej redukeji do L-mleczanu NADH
ulega utlenianiu do NAD". Obydwie formy nukleotydu réznia si¢ znacznie absorpcja przy
dhugosci fali 340nm, gdzie NAD" ma absorpcje zaniedbywalnie mata, a NADH silnie
absorbuje $wiatto (milimolowy wspdtczynnik ekstynkcji wynosi 6.22).

Poniewaz stosowalem duzy nadmiar LDH, o szybkosci pojawiania si¢ NAD"
(1 wynikajacego z tego spadku absorpcji) decydowata tylko 1 wylacznie szybko$¢ pojawiania
si¢ pirogronianu — produktu reakcji rozktadu L-tyrozyny.

W celu wykonania pomiaréw najpierw przygotowywalem mieszaning zawierajaca
wszystkie reagenty bez substratu (tzn. enzym, kofaktor, LDH, NADH), oraz oddzielnie
roztwor substratu o stgzeniu 3mM (trudno jest sporzadzi¢ roztwory tyrozyny o dobrze
okreSlonym wyzszym stezeniu ze wzgledu na niska rozpuszczalno$¢ tego aminokwasu
w wodzie). Z przygotowane] mieszaniny bez substratu pobieralem réwne objgtosci do
6 kwarcowych kuwet, dodawatem odpowiednia ilos¢ buforu, a potem substratu tak, aby
objetos¢ roztworu w kazdej kuwecie byta réwna 1.5ml.

Podana strategia umozliwia ograniczenie biedéw spowodowanych pipetowaniem
roztworéw. Roéwnolegle przeprowadzenie pomiaréw dla roéznych stezen wychodzac ze
wspolnej mieszaniny enzymu i kofaktora takze pozwala unikna¢ bledéw spowodowanych
ré6znymi warunkami reakcji podczas eksperymentow nieréwnolegtych.

Do pomiaréw uzywalem zakresu st¢zen substratu od 0.4mM do 2.5mM. Kazda
z sze$Sciu kuwet zawierata inne st¢zenie substratu. Mierzylem poczatkowa szybko$¢ reakcji
(przeliczona ze spadku absorpcji w czasie). Poniewaz NADH ulega w warunkach reakcji
powolnemu rozktadowi (30.4nM/min) uwzgledniatem poprawke na te reakcje uboczna.

Uzyskane dane (zalezno$¢ szybkosci reakcji od stezenia substratu) z kazdego
rownolegtego pomiaru (dla szesciu stgzen substratu) wykorzystalem do optymalizacji
parametréw kinetycznych (keat 1 kea/Km) reakcji do réwnania Michaelisa-Menten (7).
Optymalizacj¢ wykonywalem za pomoca programu Enzfitter 1.05. Nastgpnie usredniatem
parametry otrzymane z wszystkich pomiarow dla danego substratu.

Stosowane przez mnie st¢zenia substratu byly ograniczone rozpuszczalnoscia
tyrozyny, stad tez wyznaczytem warto$ci kear z wigkszymi biedami, niz typowe w pomiarach
kinetyki. Parametr k../Km zwykle jest wyznaczany z wigkszymi btgdami eksperymentalnymi
niz stata katalityczna. Jego warto$¢ jest zalezna od stosowanych stezen substratow, dlatego
teZ kea/ K wyznaczalem dla podobnych stgzen substratéw we wszystkich pomiarach. Stalej

Michaelisa nie wyznacza si¢ w tego typu eksperymentach.
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KIE obliczalem dzielac parametry uzyskane dla reakcji z L-tyrozyna nieznakowana
przez parametry reakcji z deuterowana pochodna tego aminokwasu. Bledy pomiaru

wyliczylem z réwnania Studenta dla 95% poziomu ufnosci.

Procedura:

Przygotowatem mieszaning zawierajaca 0.326mM PLP, 0.652mM NADH, 88.4U/ml LDH, i 14.3nM
(4.35U/ml) TPL (charakterystyke enzymoéw podalem w podrozdziale 3.1.). Do szesciu kuwet
kwarcowych o grubosci 1.00cm dodawatem po 0.230ml roztworu, a nastgpnie rézne objetosci buforu
i 3mM roztworu L-tyrozyny tak, aby objgtos¢ roztworu wynosita 1.5ml. Stgzenie substratu w tak
przygotowanych roztworach wynosito od 0.5 do 2.5mM. Mierzylem réwnolegle spadek absorpcji we
wszystkich 6 kuwetach przy 340nm za pomoca spektrofotometru UV-VIS 1202 Shimadzu.
Uwzgledniajac milimolowy wspétczynnik NADH (6.22) wyznaczytem szybkos$ci reakcji dla réznych
stezen substratu, a nastgpnie fitowatem do nich k., 1 keo/Ky uzywajac réwnania (7) za pomoca
programu Enzfitter 1.05 (Elsevier).

3.2.3. Wyniki i wnioski z wielkosci zmierzonych Kkinetycznych efektow

izotopowych w reakcji rozkladu L-tyrozyny katalizowanej przez TPL
3.2.3.1. Kinetyczne efekty izotopowe wodoru

3.2.3.1.1. Kinetyczne efekty izotopowe wodoru w pozycji 2

Tabele 1-3 przedstawiaja wyniki pomiardw aktywnos$ci wiasciwych *H produktu (R;)
1 wyj$ciowego substratu (Ro; ich stosunek to tzw. KIE obserwowany) deuteru i trytu
w wodzie 1 w wodzie deuterowanej uzyskane dla L-tyrozyny znakowanej w pozycji 2. Tabele
1 1 2 przedstawiaja efekty obserwowane trytu odpowiednio w wodzie i w wodzie
deuterowanej w zalezno$ci od stopnia przereagowania f, stgzen enzymu ([TPL]), L-tyrozyny
([S]), fosforanu 5’-pirydoksalu ([PLP]), oraz czasu reakc;ji t.

Tabela 3 przedstawia KIE deuteru. Podalem w niej uzyskane wartosci stalej
katalitycznej (ko) oraz stosunkéw stalej katalitycznej do statej Michaelisa (kea/Ky) w wodzie
i w wodzie deuterowanej. Ponizej przedstawitem wartosci KIE "H/”H (o)) w pozycji 2 na te
parametry. Wyznaczylem takze rozpuszczalnikowe efekty izotopowe (0irozp) Na Keat 1 Keat/Kim
dla reakcji z L-tyrozyna i z [2-"H]-L-tyrozyna. Wartoéci KIE deuteru w pozycji 2 sa podobne
do literaturowych (3.5 na ke 1 2.5 na ke/Ki; Kiick & Phillips, 1988), podobnie efekty
rozpuszczalnikowe dla L-tyrozyny (1.5 na ke, 1 1.8 na keo/Ky; Barbolina ef al., 2000).

Obserwowany KIE trytu ulega zmianie w trakcie reakcji. Interesujace wydawalo sig
znalezienie czynnika odpowiedzialnego za taka zmiang. Pojawiajace si¢ produkty reakcji
katalizowanej przez TPL (fenol, pirogronian, amoniak), jak i pojawiajace si¢ w wyniku
dziatania uktadu LDH/NADH NAD" nie powodowaly znaczacego wzrostu KIE. Sama

obecnos¢ uktadu LDH/NADH rowniez nie miala znaczenia dla wielko$ci efektu. Podobnie
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zmiany stezenia substratu i enzymu, oraz czas reakcji nie wplywaly proporcjonalnie na
wielko$¢ KIE. Pojawiajacy si¢ w trakcie reakcji kwas 3-(p-hydroksyfenylo)-pirogronowy
takze nie mial wptywu na KIE. Te obserwacje oznaczaja, ze zmiana KIE trytu w trakcie
reakcji jest powodowana przez nieco bardziej subtelne zjawiska, niz proste zmiany stezen

substratow 1 produktéw reakcji.

Tabela 1. Stosunek aktywnosci wlasciwych H
produktu i wyjSciowego substratu

W pozycji 2 L-tyrozyny w trakcie reakcji

] RUR, t |[PLP] | [TPL]| [S]
[ks] | [uM] | [nM] | [uM]

0.018 0.789 450 | 50.0 | 24.8 | 408
0.032 0.889 414 | 500 | 234 | 419
0.032 0.910 432 | 500 | 234 | 419
0.036 0.864 378 | 500 | 234 | 419
0.038 0.865 3.96 | 500 | 234 | 419
0.053 1.179 282 | 53.8 | 442 | 422
0.060 1.169 3.60 | 438 | 32.1 | 502
0.077 1.485 6.00 | 43.8 | 32.1 | 502
0.094 1.466 1.98 | 55.6 | 28.6 | 462
0.099 1.471 3.60 | 485 | 425 | 498
0.107 1.441 3.60 | 500 | 164 | 388
0.109 1.534 720 | 500 | 164 | 777
0.110 1.494 240 | 498 | 273 | 202
0.123 1.440 3.60 | 554 | 455 | 361
0.133 1.440 480 | 498 | 273 | 452
0.142 2.022 738 | 556 | 28.6 | 462
0.162 1.804 534 | 588 | 33.6 | 329
0.194 2.069 1440 | 554 | 455 | 361
0.205 2.428 9.36 | 58.8 | 33.6 | 329
0.223 2.186 1440 | 55.6 | 28.6 | 462
0.283 2.279 1470 | 58.8 | 33.6 | 329
0.328 2.128 9929 | 554 | 455 | 361
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Tabela 2. Stosunek aktywnosci wlasciwych *H produktu
i wyjsciowego substratu w pozycji 2 L-tyrozyny

w wodzie deuterowanej w trakcie reakcji

t | [PLP]|[TPL]| [S]
f RJ/R,

[ks] | [uM] | [nM] | [uM]

0.037 0.328 240 | 451 | 592 | 553
0.038 0.372 450 | 451 | 592 | 553
0.038 0.491 6.48 | 527 | 433 | 485
0.043 0.457 840 | 45.1 | 59.2 | 553
0.068 0.530 1440 | 49.6 | 48.9 | 451
0.079 0.635 432 | 503 | 33.0 | 488
0.082 0.768 10.80 | 57.9 | 38.1 | 542
0.082 0.752 2250 | 503 | 33.0 | 488
0.087 0.835 432 | 549 | 38.0 | 332
0.091 0.678 540 | 579 | 381 | 542
0.092 0.938 86.40 | 45.1 | 59.2 | 553
0.105 0.926 2220 | 579 | 38.1 | 542
0.110 1.056 13.50 | 549 | 45.1 | 520
0.112 1.170 86.40 | 53.7 | 37.1 | 216
0.133 1.200 6599 | 57.9 | 38.1 | 542
0.133 1.370 3450 | 549 | 45.1 | 520
0.140 1.220 345.60 | 49.6 | 48.9 | 451
0.157 1.566 8730 | 549 | 45.1 | 520
0.198 2.120 75.60 | 549 | 38.0 | 332
0.362 2.230 28.80 | 53.0 | 302 | 228
0.448 3.350 11520 | 53.0 | 302 | 228
0.450 3.190 73.80 | 53.0 | 302 | 228

Po okresleniu KIE deuteru metoda niekonkurencyjna (efekt na ke./Ky, réwny 2.4)
spodziewatem si¢ duzo wigkszego, pierwszorzedowego efektu trytu w pozycji 2, tymczasem
efekt ten rost w trakcie reakcji od wartosci odwrotnych do duzych warto$ci normalnych
efektow izotopowych.

Wyjasnitem ten fakt przeprowadzajac eksperyment 'H-NMR mierzac widmo przed
1 po reakcji dla 3mM L-tyrozyny wzbogaconej w 50% deuterem w pozycji 2 z dodatkiem

0.05M PLP 1 50U TPL/ml w wodzie deuterowanej (w buforze stosowanym do badan KIE). Po
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okoto 15 minutach od rozpoczgcia reakcji zaobserwowalem prawie catkowity zanik sygnatu

protonu w pozycji a, ale stopien przeksztatcenia substratu w produkty byt bardzo niski.

Tabela 3. KIE 'H’H w pozycji 2 L-tyrozyny

kcat kcat/ I(m kcat kcat/ I(m
57 | M| ST | 15 mM | v | ovicron
O | MO | DO | DO
yrozyna 3.50 3.32 235 1.83 149 | 181
2005| 4030 |+010| <019 |+006| +025
) 1.05 137 | 0716 | 082 146 | 167
[2-"H]-L-tyrozyna | gge | 011 |+£0.013] +014 | =011 | <031
- 334 | 242 3.08 304 _ _
£025| 4029 |+013| <06l

Oznacza to, ze w poczatkowych etapach reakcji nastgpuje bardzo szybka wymiana
tego protonu z rozpuszczalnikiem, ktéra jednak pdzniej ulega zahamowaniu. Dlatego
obserwowalem zanizone wartosci obserwowanego KIE, gdyz aktywnos$¢ wiasciwa trytu
w izolowanej mieszaninie produktéw jest zawyzona wskutek wymiany. Podczas dalszych
etapow reakcji wymiana trytu z rozpuszczalnikiem zachodzi coraz wolniej, a aktywnos¢
whasciwa *H w produktach maleje, gdyz proporcjonalnie wiecej izotopu pochodzi z whasciwe;j
reakcji eliminacji, w ktorej istnieje bardzo duzy, pierwszorzedowy KIE 'H/*H.

W tabelach 1 1 2 przedstawitem wyniki eksperymentéw wodzie 1 w wodzie
deuterowanej podajac wartoSci obserwowanego KIE (R¢/R;) zamiast wartoSci KIE
rzeczywistego, gdyz jego pomiar okazat si¢ niemozliwy.

Pomiary wykonane dla obserwowanego efektu trytu w wodzie deuterowane;j
wykazaty, ze jest on nizszy od podobnego efektu w wodzie zwyklej przy podobnym stopniu
przereagowania. Prawdopodobnie woda deuterowana przesuwa proporcje szybkosci
deprotonacji i eliminacji jeszcze bardziej na korzy$¢ oderwania protonu z pozycji 2.

Ciekawym zjawiskiem w reakcji katalizowanej przez TPL jest fakt czgsciowego
przeniesienia protonu z pozycji 2 na atom 1’ reszty aromatycznej eliminowanej podczas
reakcji. Celem pomiaru transferu trytu na fenol ekstrahowalem go z mieszaniny produktu
eterem dietylowym. Zmierzylem jednak bardzo niewielki stopien przeniesienia (maksymalnie
0.9% dla reakcji w wodzie zwyklej, 1 0.5% dla reakcji w wodzie deuterowanej) w poréwnaniu
do literaturowego (Palcic et al., 1987) zmierzonego dla przeniesienia deuteru (nawet 25%).
Moze to oznaczaé, ze efekt izotopowy na przeniesieniu protonu jest bardzo duzy.

Sprawdzitem mozliwo$¢ przeniesienia trytu z pozycji 2 na pozycj¢ 3 tworzacego sig

pirogronianu izolujac tworzony z niego ilosciowo L-mleczan na zywicy anionowymienne;j.
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Stwierdzilem, ze mniej niz 0.5% trytu jest przenoszone na pirogronian podczas reakcji
w wodzie zwyklej, i mniej niz 0.8% podczas reakcji w wodzie deuterowane;j

Duze KIE deuteru na key 1 kea/Kiy 0znaczaja, ze atom wodoru w pozycji 2 odgrywa
istotna rol¢ w przeksztatceniu kompleksu enzym — substrat w kompleks enzym — produkt.

Wykonatem pomiary KIE 'H/”H w wodzie i w wodzie deuterowanej ze wzgledu na
istotne informacje o wptywie rozpuszczalnika na proces deprotonacji atomu wegla w pozycji
2 L-tyrozyny. Z pomiaréw wynika, ze efekty izotopowe na ka1 kea/Ky na atomie wodoru
w pozycji 2 sa podobne w wodzie i w wodzie deuterowanej; a takze, ze analogiczne efekty
rozpuszczalnikowe 'H/H sa identyczne dla L-tyrozyny deuterowanej i niedeuterowanej
w granicach btedu eksperymentalnego. Taka niezaleznos$¢ efektow oznacza, ze zarowno atom
wodoru w pozycji 2, jak i rozpuszczalnik maja wpltyw na ten sam stan przej§ciowy reakcji
eliminacji fenolu z L-tyrozyny.

Efekty deuteru na atomie wodoru w pozycji 2 sa zawsze wyzsze od efektow
rozpuszczalnikowych co oznacza, ze to oderwanie protonu z pozycji oo ma wigkszy wptyw na

catkowita szybko$¢ poczatkowa reakcji, niz wymiana protonéw z rozpuszczalnikiem.

3.2.3.1.2. Kinetyczne efekty izotopowe wodoru w pozycji 3

Tabele 4-6 przedstawiaja kinetyczne efekty izotopowe wodoru w pozycji 3. Tabele
4 1 5 zawieraja wyniki badan KIE trytu w pozycji 3S (a) dla réznych stopni konwers;ji
w produkt (f) w zalezno$ci od stgzen L-tyrozyny ([S]), fosforanu 5’-pirydoksalu ([PLP]),
enzymu ([TPL]), i od czasu reakcji t. Tabela 6 przedstawia wynik badania KIE deuteru
w pozycji 3 metoda niekonkurencyjna, podane sa warto$ci Kear 1 kea/Ki dla substratu
znakowanego deuterem (Sigma), oraz efekty (o) na te wartos$ci.

Efekt trytu w pozycji 3S zmienia si¢ (podobnie do obserwowanego KIE trytu
w pozycji 2) rosnaco w trakcie reakcji. Warto$¢ efektu przyjmuje wartosci normalne, dla
wigkszych stopni przereagowania typowe dla pierwszorzedowych efektow trytu. Wzrost KIE
jest spowodowany tym, ze czastkowa reakcja, na ktorej jest duzy KIE w pozycji 3S, ulega
zwolnieniu w trakcie trwania reakcji i zaczyna ona decydowac o catkowitej szybkosci reakcji.
Podobne zmiany czastkowych szybkos$ci reakcji objawiaja si¢ takze w poczatkowo szybkim
odrywaniu protonu z pozycji 2 (3.2.3.1.1.).

W poczatkowych etapach reakcji KIE w pozycji 3S jest niski, dlatego nie
zaobserwowatem go mierzac efekt deuteru w pozycji 3 (lacznie S 1 R) metoda
niekonkurencyjna (1.0 na ke/K;, w granicach bi¢du eksperymentalnego), ktéra pozwala na

pomiar KIE na poczatkowa szybko$¢ reakcji.
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Tabela 4. KIE '"H/H w pozycji 3S L-tyrozyny

. . t | [PLP]|[TPL]] [S]
ks] | [uM] | [nM] | [uM]

0.036 1.057 0.66 | 495 | 33.0 | 211
0.057 1.229 120 | 50.0 | 329 | 374
0.060 1.159 1.02 | 498 | 329 | 288
0.060 1.159 1.02 | 498 | 329 | 288
0.088 1.742 1.80 | 49.8 | 329 | 288
0.101 1.849 240 | 50.0 | 329 | 374
0.116 2.474 3.60 | 50.0 | 329 | 374
0.129 2.479 3.00 | 49.8 | 32.9 | 288
0.132 2.485 126 | 498 | 32.8 | 341
0.151 3.140 480 | 50.0 | 329 | 374
0.163 3.257 420 | 498 | 329 | 288
0.176 3.307 6.00 | 50.0 | 329 | 374
0.186 3.165 240 | 498 | 32.8 | 341
0.196 3.623 780 | 50.0 | 329 | 374
0.212 3.737 6.18 | 49.8 | 32.9 | 288
0.309 3.866 2550 | 484 | 32.8 | 177
0.309 4.145 1.98 | 386 | 254 | 724

Nie udato mi si¢ zaobserwowa¢ podobnego efektu deuteru metoda konkurencyjna za
pomoca 'H-NMR stosujac rownomolowa mieszaning L-tyrozyny (2.4mM) o naturalnym skta-
dzie izotopowym z izotopologiem znakowanym deuterem w obydwu pozycjach £ (w ukladzie
obecny byt 0.04mM PLP, 0.8mM NADH, 16U/ml LDH i1 56U TPL/ml w buforze stosowa-
nym do badan KIE w wodzie deuterowanej — 0.1M fosforan potasu, 0.2M KCI, pH 8.3). Taka
metoda jest obarczona duzym btgedem eksperymentalnym, dodatkowo KIE mozna wyznaczy¢
w tym wypadku uzywajac odpowiednich intensywno$ci sygnatu zmierzonych dla substratu,
co w potaczeniu z niska rozpuszczalno$cia tyrozyny w buforze reakcyjnym uniemozliwia
nawet orientacyjne okreslenie KIE.

Bardzo ciekawy jest takze fakt, ze efekt trytu w pozycji 3R nie zmienia si¢, 1 po
usrednieniu wynosi 1.093 £ 0.029. Jest to typowa warto$¢ dla drugorzedowego efektu trytu co
oznacza, ze atom wodoru 3R nie bierze bezposredniego udzialu podczas katalizy. Taka

asymetria zachowania si¢ obydwu geminalnych atoméw wodoru jest bardzo ciekawym
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zjawiskiem. Swiadczy ona o duzym znaczeniu utozenia przestrzennego w centrum aktywnym

podczas katalizy.

Tabela 5. KIE '"H/H w pozycji 3R L-tyrozyny

) . t | [PLP]|[TPL]| [S]

[ks] | [uM] | [nM] | [uM]
0.072 1.048 120 | 49.8 | 32.7 |493.4
0.078 1.041 13.79 | 49.8 | 32.7 |493.4
0.081 1.025 360 | 49.8 | 32.7 | 4934
0.087 1.036 240 | 49.8 | 32.7 | 4934
0.098 1.119 924 | 49.8 | 327 | 4934
0.101 1.129 546 | 486 | 325 | 288
0.103 1.123 246 | 48.6 | 325 | 28.8
0.104 1.106 120 | 48.6 | 325 | 28.8
0.105 1.144 745 | 486 | 325 | 288
0.108 1.091 457 | 486 | 325 | 288
0.111 1.164 3.60 | 486 | 32.5 | 2838
0.143 1.089 385 | 498 | 345 | 60.2

Tabela 6. KIE "H/"H w pozycji 3 L-tyrozyny

kcat kcat/Km
[s] [s"*mM™]
L-tyrozyna 3.50+0.05 | 3.32+0.30
[3-’H,]-L-tyrozyna | 3.21+0.12 | 3.39+0.11
a 1.09+0.04 | 0.98+0.10

Efekt izotopowy deuteru na ke, jest nieco wyzszy od efektu na kea/Kp (1.09 vs 1.0) co
wskazuje na to, ze atomy wodoru w pozycji 3 maja pewne niewielkie znaczenie dla etapu
dysocjacji kompleksu enzym — produkt. Warto jednak pamigtaé, ze obydwa efekty sa
podobne w granicach btedu eksperymentalnego. Sa to efekty drugorzedowe.

Zmierzytem stopief zatrzymania trytu w powstajacym w trakcie reakcji pirogronianie
(przeksztalconym w L-mleczan) izolujac go na zywicy jonowymiennej. Niespodziewanie
okazalo sig, ze w kwasie pirogronowym pozostaje mniej niz 1% trytu z pozycji 35, i mniej niz

10% trytu w pozycji 3R. Oznacza to, ze w koncowych etapach reakcji zachodzi bardzo szybka
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wymiana atomow wodoru zwigzanych z atomem wegla 3, ale przynajmniej w pozycji 3R nie
ma ona znaczenia dla catkowitej szybkosci reakcji, poniewaz KIE w tej pozycji jest niewielki.

Atomy wodoru w pozycji 3 czasteczki L-tyrozyny nie ulegaja wymianie
z rozpuszczalnikiem podczas reakcji w obecnos$ci uktadu LDH/NADH, gdyz uniemozliwia on
zachodzenie reakcji odwrotnej do rozktadu L-tyrozyny. Dowodem jest fakt, ze KIE trytu
zaobserwowany metoda radiochemiczna nie spada ponizej 1, co miatoby miejsce wskutek
przechodzenia trytu do rozpuszczalnika analogicznie do eksperymentow z KIE w pozycji 2.
Inna sytuacja jest w nieobecnosci tego uktadu, co potwierdzitem eksperymentem wykonanym
Za pomoca 'H-NMR.

Seria widm wykonana podczas reakcji dla ukladu zawierajacego 3mM L-tyrozyng,
0.05mM PLP, 50U/ml TPL w buforze uzywanym do pomiaréw KIE w wodzie deuterowanej
(0.1M fosforan potasu, 0.2M KCl, pH 8.3) wykazata powolna wymiang atoméw wodoru
w pozycji 3 podczas reakcji katalizowanej przez fenololiazg¢ tyrozynowa (Tabela 7).
Jednoczes$nie nie stwierdzitem istnienia sygnatu od kwasu pirogronowego (przy 2.37ppm), co
swiadczy o szybkiej wymianie protonéw tego kwasu z rozpuszczalnikiem. W tabeli
7 podatem zalezno$¢ wzglednej intensywnos$ci sygnatu protonow w pozycji 3 w zaleznosci od
stopnia przereagowania (f) wyznaczonego z wzglednej intensywnos$ci sygnalu protonow
aromatycznych tworzonego fenolu, oraz czasu reakcji t. Widma byly zbierane w ciagu

kwadransa poprzedzajacego podany czas reakcji.

Tabela 7. Kinetyka wymiany protonow

w pozycji 3 L-tyrozyny z wodg deuterowana

] . wzgledna ¢
tens S¢ .
ygnatu 3 | ]
0.052 100 15
0.061 93 30
0.067 92 45
0.078 82 60
0.100 72 75
0.093 66 90
0.112 60 105
0.128 57 120
0.137 55 135
0.161 55 150
0.156 50 165
0.167 47 180
0.172 44 195
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Podobny eksperyment w obecnosci 0.8mM NADH i 16U/ml LDH nie wykazat
wymiany protondw w pozycji 3 L-tyrozyny, co jest dowodem na nieodwracalno$¢ reakcji
eliminacji TPL powodowana przeksztalceniem pirogronianu w L-mleczan. Jednocze$nie nie
udato mi si¢ zaobserwowac sygnatu od protonu w pozycji 3 kwasu mlekowego (w kwasie
o naturalnym sktadzie izotopowym zwykle jest to dublet przy 1.40ppm o stalej sprzezenia
7.0Hz; w wodzie deuterowanej nalezaloby si¢ spodziewac singletu, gdyz atom wodoru
W pozycji 2 tworzacego si¢ L-mleczanu pochodzitby z wody deuterowanej), co potwierdza

szybka wymiang protonu w pozycji 3 pirogronianu tworzacego si¢ podczas dziatania TPL.

3.2.3.1.3. Kinetyczne efekty izotopowe wodoru w pozycji 2°,6’
Tabele 8-10 pokazuja wyniki badania KIE wodoru w pozycji 2°,6’. Oznaczenia

wielko$ci w tabelach przedstawilem w podobny sposéb do poprzednich danych. Tabela
8 ilustruje wartosci KIE trytu, a tabela 9 wstepne dane uzyskane dla podobnego efektu
w obecnosci inhibitora — S-metylo-L-cysteiny (I).

Tabela 10 pokazuje wyniki uzyskane dla pomiaréw KIE deuteru w pozycji 2°,6” uzy-
skane metoda niekonkurencyjna. Uzywatem handlowo dostepnej [27,6’-"H,]-L-tyrozy-

ny (Sigma).

Tabela 8. KIE "H/H w pozycji 2°,6’ L-tyrozyny

) . t |[PLP]|[TPL]] [S]
ks] | [uM] | [nM] | [uM]
0.066 0.886 426 | 41.8 | 322 [ 1339
0.076 0.951 6.66 | 41.8 | 322 | 1339
0.095 0.938 6.19 | 49.6 | 32.9 | 832
0.097 0.930 522 | 496 | 325 | 839
0.098 0.935 8.94 | 41.8 | 322 | 1339
0.100 0.920 342 | 496 | 325 | 839
0.106 0.922 144 | 49.6 | 325 | 839
0.106 0.884 234 | 496 | 325 | 839
0.108 0.902 744 | 496 | 329 | 1325
0.109 0.887 1.98 | 49.6 | 32.9 | 832
0.111 0.954 396 | 49.6 | 32.9 | 832
0.123 0.894 744 | 496 | 329 | 1325
0.187 0.888 6.01 | 49.0 | 31.9 | 1023
0.358 0.949 12.85 | 49.0 | 31.9 | 1023
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Tabela 9. KIE '"H/H w pozycji 2°,6° L-tyrozyny

w obecnosci inhibitora S-metylo-L-cysteiny

) . t |[PLP]|[TPL]] [S] | [I]

[ks] | (uM] | [nM] | [mM] | [mM]
0.059 3.096 36 | 485 | 133 | 437 | 614
0.071 3.873 53 | 485 | 133 | 437 | 614
0.152 6.258 67.1 | 485 | 133 | 437 | 61.6
0.155 6.766 66.1 | 485 | 133 | 437 | 61.4
0.163 5.993 813 | 485 | 133 | 437 | 61.6
0.175 4.721 80.7 | 485 | 133 | 437 | 61.4

Tabela 10. KIE "H/*H w pozycji 2°,6° L-tyrozyny

kcat kcat/I(m
[s] [s'*mM"]
L-tyrozyna 3.50+0.05 | 3.32+0.30
[2’,6'-2H2]-L-tyrozyna 338+0.16 | 3.34+0.24
a 1.04 £0.05 | 0.99+0.12

Kinetyczny efekt izotopowy trytu w pozycji 2°,6° jest efektem drugorzedowym
odwrotnym (0.917 + 0.015), co oznacza, ze reakcja z izotopem ci¢zszym w tej pozycji
zachodzi nieco szybciej, niz z izotopem lzejszym. Podobnego efektu na ke/K,, nie
zaobserwowatem dla deuteru, jednak jest to zrozumiate w $wietle faktu, ze jest od mniejszy
niz dla trytu, a btad pomiaru kinetyki jest duzo wigkszy niz metody radiometryczne;.

Odwrotny KIE trytu moze oznacza¢, ze badany atom podczas stanu przejSciowego
decydujacego o szybkosci reakcji znajduje si¢ w bardzo podobnym otoczeniu centrum
aktywnego do tego, w jakim znajduje si¢ w fenolu skompleksowanym z enzymem.

Efekty deuteru na ka1 keat/Kin sa rowne 1.0 w granicach btedu eksperymentalnego.

Poczynione przez mnie obserwacje $wiadcza o tym, ze atomy wodoru w pozycji 2°,6
nie biora bezposredniego udziatu w katalizie podczas enzymatycznego rozktadu L-tyrozyny.

Ciekawe wyniki dato badanie KIE trytu w obecnosci inhibitora — S-metylo-L-cysteiny.
W takiej sytuacji obserwowalem wzrost KIE podczas reakcji do duzych wartosci typowych
dla efektu pierwszorzgdowego. Zwykle inhibitory nie wptywaja na wielko$¢ KIE wyznacza-
nego metoda konkurencyjna. Zaobserwowane przez mnie zjawisko jest trudne do wyjasnie-
nia; by¢ moze powodem takiego zachowania jest to, ze wytwarzany podczas reakcji fenol ze

znacznikiem izotopowym moze wchodzi¢ w reakcje resyntezy L-tyrozyny z S-metylo-
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L-cysteiny z pewnym odwrotnym efektem izotopowym powodujac zubozenie produktu
w tryt, a wielokrotne zaj$cie takiego zjawiska jest mozliwe dzigki duzemu nadmiarowi

S-metylo-L-cysteiny. Jednocze$nie moze to powodowac wzrost KIE podczas reakc;ji.

3.2.3.1.4. Kinetyczne efekty izotopowe wodoru w pozycji 3°,5’

Tabele 11-13 pokazuja wyniki badania KIE wodoru w pozycji 3°,5’. Oznaczenia
wielkosci w tabelach przedstawitem w podobny sposdb do poprzednich danych. Tabela 11
ilustruje warto$ci KIE trytu, a tabela 12 wstgpne dane uzyskane dla podobnego efektu w
obecnosci inhibitora — S-metylo-L-cysteiny (I).

Tabela 13 przedstawia wyniki uzyskane w oznaczaniu KIE na ke, 1 Ko/ Ky, metoda
niekonkurencyjna. Deuterowana L-tyrozyna zostala otrzymana w naszym zespole

(Koztowska, 2003).

Tabela 11. KIE "HH w pozycji 3°,5’ L-tyrozyny

] . t | [PLP]|[TPL]] [S]
ks] | [M] | [nM] | [uM]

0.085 1.015 276 | 498 | 33.1 | 272
0.087 1.019 1.80 | 498 | 33.1 | 272
0.087 1.011 126 | 498 | 33.1 | 272
0.092 1.002 0.66 | 49.8 | 33.1 | 272
0.119 0.990 1.86 | 499 | 103 | 266
0.132 1.000 3.06 | 499 | 103 | 266
0.134 1.003 1.86 | 498 | 349 | 343
0.148 0.998 426 | 499 | 103 | 266
0.155 0.986 540 | 499 | 103 | 266
0.210 1.015 3.60 | 49.8 | 349 | 248
0.230 0.986 720 | 48.6 | 360 | 508
0.265 1.015 3.60 | 482 | 31.6 | 427
0.276 1.015 10.87 | 48.6 | 36.0 | 508
0.427 0.985 10.87 | 47.0 | 309 | 953

Kinetyczny efekt izotopowy trytu w pozycji 3°,5° wynosi 1.003 + 0.007. Jego brak
potwierdzaja pomiary kinetyczne efektu deuteru (KIE na ke./K, wynosi 1.0). KIE deuteru na
Keat jest wyzszy, cho¢ typowy dla efektow drugorzedowych (1.26). Poniewaz jest on znaczaco

wigkszy od podobnego efektu w pozycji 2°,6° (1.04) mozna przypuszczaé, ze jest to
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wywolane bliskoscia grupy hydroksylowej zaangazowanej w dearomatyzacj¢ i rearomatyza-
cje reszty fenolowej podczas reakcji. Porownanie efektow deuteru na ke, 1 na ke./Ky, pozwala
na wysnucie wniosku, ze atomy wodoru w pozycji 3°,5’ graja pewna rol¢ podczas dysocjacji

kompleksu enzym — produkt.

Tabela 12. KIE "HH w pozycji 3°,5’ L-tyrozyny

w obecnosci inhibitora S-metylo-L-cysteiny

] t [PLP] [TPL] [S] 1]
a
[ks] (uM] [nM] [uM] | [mM]
0.166 | 0.538 | 3.72 48.2 35.0 16.2 1.66
0.190 | 0590 | 576 | 482 35.0 16.2 1.66
0212 | 0.661 | 7.68 48.2 35.0 16.2 1.66

Tabela 13. KIE "H/*H w pozycji 3°,5’ L-tyrozyny

kcat kcat/I(m
[s] [s'*mM™]
L-tyrozyna 3.50+0.05 | 3.32+0.30
[3',5'-*Hy]-L-tyrozyna | 2.77 +0.14 | 3.37+0.20
a 1.26+0.06 | 0.99+0.11

Dla pozycji 3°,5° takze wykonatem wstgpne pomiary KIE trytu w obecnos$ci S-metylo-
L-cysteiny. Odmiennie, niz mialo to miejsce dla eksperymentdw ze znacznikiem w pozycji
2°,6’ (3.2.3.1.3) zaobserwowatem znaczacy odwrotny rosnacy KIE. By¢ moze tworzony
w reakcji znakowany trytem fenol wchodzi w reakcj¢ resyntezy L-tyrozyny z S-metylo-
L-cysteiny z istotnym normalnym efektem izotopowym powodujac wzbogacenie produktu
w tryt. Znacznie trudniej wyjasni¢ wzrost KIE podczas reakcji w tej sytuacji, co $wiadczy

o ztozonosci mechanizmu kinetycznego reakcji katalizowanej przez TPL.
3.2.3.2. Kinetyczne efekty izotopowe 2c/Me

3.2.3.2.1. Kinetyczny efekt izotopowy 2C/**C w pozycji 2
Tabela 14 przedstawia wyniki badania KIE 2oMc w pozycji 2. Dane

zaprezentowalem w sposéb podobny do poprzednich eksperymentow. Kinetyczny efekt
izotopowy wegla zmienia si¢ w trakcie reakcji. Aby lepiej uwidoczni¢ t¢ tendencjg,
wyjatkowo zgrupowatem poszczegdlne dane z poszczegdlnych eksperymentow ze soba.

KIE wegla maleje w trakcie reakcji od warto$ci normalnych, jakie spodziewalem si¢

uzyskaé dla pierwszorzedowego efektu “C/*C (1.038) do duzych efektow odwrotnych (do
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0.882). Oznacza to, ze podczas reakcji nastgpuje wzgledna zmiana szybkosci reakcji
poszczegolnych etapow katalizy. Poczatkowo o szybkos$ci reakcji decyduje etap, na ktérym
istnieje normalny KIE wegla (np. oderwanie protonu z pozycji 2), lecz pdzniej coraz bardziej
wolny jest etap, na ktorym efekt w badanej pozycji jest odwrotny. Znalezienie etapu reakcji,
na ktorym hipotetycznie mozna byloby si¢ spodziewa¢ odwrotnego KIE wegla, jest jednak

bardzo trudne.

Tabela 14. KIE >C/**C w pozycji 2 L-tyrozyny

] . t |[PLP]|[TPL]] [S]
ks] | [uM] | [nM] | [uM]
0.241 0.988 3.60 | 523 | 344 | 174
0.284 0.979 540 | 523 | 344 | 174
0.321 0.962 738 | 523 | 344 | 174
0.375 0.919 990 | 523 | 344 | 174
0.087 0.984 090 | 49.8 | 32.7 | 244
0.092 0.939 1.68 | 49.8 | 32.7 | 244
0.113 0.947 2.82 | 49.8 | 32.7 | 244
0.108 0.902 3.67 | 498 | 32.7 | 244
0.127 0.918 551 | 498 | 32.7 | 244
0.147 0.916 781 | 49.8 | 32.7 | 244
0.086 1.004 0.60 | 37.3 | 32.3 | 205
0.085 0.981 120 | 373 | 323 | 205
0.085 0.944 1.80 | 373 | 323 | 205
0.085 0.913 3.00 | 373 | 323 | 205
0.105 0.899 480 | 373 | 323 | 205
0.127 0.902 781 | 373 | 323 | 205
0.091 1.038 126 | 49.7 | 32.6 | 162
0.118 1.010 240 | 497 | 326 | 162
0.136 1.007 3.60 | 49.7 | 32.6 | 162
0.143 0.986 540 | 497 | 326 | 162
0.108 0.929 9.07 | 49.7 | 32.6 | 162
0.120 0.882 1440 | 49.7 | 326 | 162

125



3.2.3.2.2. Kinetyczny efekt izotopowy '2C/"*C w pozycji 3
Tabela 15 przedstawia wyniki badania KIE '“C/'*C w pozycji 3. Dane

zaprezentowatem w sposob podobny do poprzednich eksperymentow.
W badaniach KIE wegla w pozycji 3 udato mi si¢ przeprowadzi¢ jedynie wstgpne
pomiary, gdyz otrzymalem zbyt mata ilos¢ [3-14C]-L-tyrozyny, aby przeprowadzi¢ wigcej

eksperymentow.

Tabela 15. KIE >C/**C w pozycji 3 L-tyrozyny

] . t |[PLP]|[TPL]] [S]
ks] | [uM] | [nM] | [uM]
0.098 1.065 522 | 495 | 334 | 268
0.204 1.038 1.80 | 462 | 304 | 176
0.218 1.039 852 | 503 | 33.0 | 225
0.249 1.040 294 | 503 | 33.0 | 225

W badaniach KIE wegla w pozycji 3 udato mi si¢ przeprowadzi¢ jedynie wstepne
pomiary, gdyz otrzymatem zbyt mala ilo¢ [3-'*C]-L-tyrozyny, aby przeprowadzi¢ wigcej
eksperymentow.

Otrzymana warto$¢ KIE 2C/"C w pozycji 3 wynosi 1.046 + 0.015. Jest to typowa
warto§¢ dla pierwszorzedowego efektu izotopowego '*C/'*C zgodna z danymi otrzymanymi
dla KIE '"'C/"C (1.07; Axelsson et al., 1992), ktére pozwolily na przewidzenie KIE '2C/**C
rzedu 1.04.

Otrzymany wynik pozwolil mi potwierdzi¢ wazna rol¢ atomu wegla w pozycji
3 podczas reakcji katalizowanej przez fenololiazg tyrozynowa. Nalezy jednak pamigtac o tym,
ze niewielka ilo§¢ wykonanych pomiaréw powoduje wigksze ryzyko przypadkowosci

uzyskanych rezultatow.

3.2.3.2.2. Kinetyczny efekt izotopowy '*C/"*C w pozycji 1’

Tabela 16 przedstawia wyniki badania KIE 2cMe w pozycji 1’ (w pier§cieniu
aromatycznym). Dane zaprezentowalem w sposdb podobny do poprzednich eksperymentow.

Podczas badania KIE w pozycji 1’ rowniez uzyskatlem jedynie wstgpne dane ze
wzgledu na zbyt mata radioaktywnos¢ otrzymanej przez mnie [1°-'*C]-L-tyrozyny.

KIE *C/"C w pozycji 1° wynosi 1.004 £ 0.007, co jest niespodzianka w $wietle
duzego KIE w pozycji 3 (wywolanego prawdopodobnie rozerwaniem wiazania pomigdzy tym

atomem, a atomem wegla 1’ podczas eliminacji fenolu), albowiem nalezato si¢ spodziewac
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podobnego KIE na aromatycznym atomie wegla. Warto zauwazy¢, ze KIE 'H°H w pozycji
2°,6° jest odwrotny (0.92; 3.2.3.1.3.), by¢ moze istnieje tendencja do szybszej reakcji
z cigzszymi atomami w tej czeSci czasteczki, ktora znajduje tez odzwierciedlenie w KIE

wegla 1” powodujac obnizenie KIE.

Tabela 16. KIE >C/C w pozycji 1’ L-tyrozyny

] j t | [PLP]|[TPL]] [S]
ks] | [WM] | [nM] | [pM]

0.130 1.009 1440 | 484 | 31.7 | 984
0.158 1.001 1428 | 49.8 | 32.7 | 1363
0.161 1.004 10.86 | 49.8 | 32.7 | 1363

Interpretujac ten wynik warto pamigtac, ze liczba pomiarow KIE byta zbyt niska, aby

wysnuwac absolutnie pewne wnioski.

3.2.4. Rozwazania nad og6lnym mechanizmem dzialania fenololiazy tyrozynowe;j

W wykonanych przeze mnie badaniach bardzo wazna wskazéwka co do mechanizmu
reakcji sa zmiany kinetycznych efektéw izotopowych wegla w pozycji 3 1 wodoru w pozycji
38S, a takze poczatkowo szybka deprotonacja substratu. Takie zjawiska §wiadcza o zmianach
wzglednych szybkosci reakceji czastkowych w trakcie katalizy.

Zmiany KIE moga by¢ spowodowane kilkoma czynnikami — np. inhibicja jednego
z etapow reakcji poprzez produkt, wzglednymi zmianami stgzen produktéw przejSciowych
w centrum aktywnym (gdy nie jest stuszne zatozenie stanu stacjonarnego twierdzace, ze
szybko$¢ rozkladu produktu przejSciowego jest rowna szybko$ci jego tworzenia), czy tez
kumulacja silnie wiazacego si¢ z enzymem produktu posredniego, ktory moze
oddysocjowywac¢ od enzymu.

W zaproponowanym przez mnie modelu dziatania TPL (Schemat 50) pominatem
mozliwos$¢ dysocjacji kompleksu enzym — produkt przejsciowy, gdyz to powodowaloby
racemizacj¢ L-tyrozyny, a taki proces nie zostal wykryty podczas badan (R. S. Phillips,

prywatne doniesienie).

E+U
kS
K, K,[S] k,/[PhOH] k,
E + PLP E-PLP EQ EA — E-PLP+ P
K, K,/[S] k_,[PhOH]

Schemat 50. Proponowany mechanizm kinetyczny reakcji katalizowanej przez TPL
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Na schemacie 50 E oznacza enzym, S — substrat, E-PLP — kompleks enzym-PLP, EQ
— kompleks enzym-chinoidowy produkt przejsciowy powstaty po oderwaniu atomu wodoru w
pozycji 2, EA — kompleks enzym-a-aminoakrylan, P — produkt (pirogronian amonu),
U — produkty uboczne (kwas 3-(p-hydroksyfenylo)-pirogronowy 1 fosforan 5’-pirydoksa-
miny). Reakcje sa opisywane przez state szybkosci opisujace odwracalne wigzanie PLP przez
enzym (stata szybkos$ci wiazania k; 1 rozpadu k), deprotonacj¢ (stata ks, i1 stala reprotonac;ji
k), eliminacje fenolu (ks, 1 stata odwrotnej reakcji addycji fenolu do a-aminoakrylanu k3),
oraz nieodwracalne (wskutek stosowanej nastepczej reakcji z LDH/NADH przeksztatcajacej
ilosciowo pirogronian do L-mleczanu) tworzenie produktu z a-aminoakrylanu (kai),
1 tworzenie produktéw ubocznych z kompleksu EQ (ks).

W rozwazaniach mozna pomina¢ etap wiazania kofaktora, ktérego stata dysocjacji
wynosi 0.6uM (Chen et al., 1995), co pozwala zatozy¢, ze praktycznie caty wolny enzym
wystepuje w roztworze jako holoenzym E-PLP; a takze reakcje uboczna, ktoérej stata
szybkosci jest bardzo niska (1.9%107s™; Faleev et al., 2003).

Zasada Schiffa PLP-L-tyrozyna nie ulega spontanicznemu tworzeniu w warunkach
reakcji (ani takze po ogrzaniu mieszaniny) przy nieobecnosci TPL, co stwierdzitem nie
obserwujac zmian w widmie 'H-NMR mieszaniny PLP i L-tyrozyny w poréwnaniu
z widmami tych substancji.

Przyjety przeze mnie model pozwala wytlumaczy¢ wzgledne zmiany szybkosci reakcji
poprzez mozliwo$¢ zachodzenia resyntezy L-tyrozyny z tworzacego si¢ w znaczacych
ilosciach podczas reakcji fenolu oraz a-aminoakrylanu. Wtedy szybkosci reakcji czastkowych
eliminacji 1 addycji fenolu beda si¢ zmienia¢ podczas trwania reakcji. Dzigki obecnosci fenolu
w pozniejszych etapach reakcji bedzie powstawac¢ wigcej kompleksu enzym-chinoid, ktory
angazuje centrum aktywne enzymu utrudniajac wiazanie substratu i jego deprotonacjg. To
moze ttumaczy¢ jedynie poczatkowo szybka deprotonacjg substratu.

Pojawiajacy si¢ fenol zmienia takze proporcje pomi¢dzy rozpadem kompleksu enzym-
a-aminoakrylan w kierunku produktow i w kierunku substratéw. To moze by¢ przyczyna
pojawiania si¢ w trakcie reakcji duzego KIE wodoru w pozycji 3S.

Zaproponowany model nie tlumaczy dobrze braku wpltywu na hamowanie
deprotonacji w eksperymentach z [2->H]-L-tyrozyna z dodatkiem fenolu pomimo widocznego
wplywu na zahamowanie reakcji eliminacji. Mozliwym wyjasnieniem jest konieczno$¢
poczatkowego utworzenia wystarczajacej ilosci kompleksu enzym a-aminoakrylan, ktory
takze moze odgrywac rolg w angazowaniu enzymu i utrudnianiu wigzania oraz deprotonacji

substratu.
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Po przyjgciu uproszczen wzor na szybkos¢ reakcji wyrazong jako ke./Km (21) bedzie
miat postac:
ky *ky * ky

kcal /Km =
ky*ky+k,*k ,+k ,*k ;*[PhOH]

e2y)

Obserwowane parametry kinetyczne na poczatkowa szybko$¢ reakcji sa mierzone
wtedy, gdy ilos¢ fenolu jest znikoma, mozna wigc zatozy¢ niska szybko$¢ addycji fenolu.
W takim wypadku eliminacja fenolu moze by¢ rozwazana jako nieodwracalna, i wzoér na

poczatkowa szybkos¢ (22) reakcji bedzie mial nastgpujaca postac:
(22)
Porownanie (kq./Kp)i uzyskanego dla reakcji z dodatkiem fenolu i bez niego

umozliwia (po przeksztatceniach) wyprowadzenie wzoru (23):

ku!K, _ |, ka*k,*[PhOH]

- (23)
(kcat /Km )i k4 * (k3 + k_z)
z ktérego wynika, ze:
K = _k4 * (k3 + k—2) (24)

i k sk,
Mierzac szybkosci reakcji w sposob opisany dla pomiaréw KIE metoda
niekonkurencyjna dla r6znych stezen fenolu (od 20 do 300uM) i poréwnujac je z szybkoscia
policzona dla wyznaczonych uprzednio parametrow kinetycznych dla L-tyrozyny
wyznaczylem wartosci stalej inhibicji K; w wodzie i w wodzie deuterowanej optymalizujac
Keat 1 Ky do wynikéw pomiardw za pomoca programu Enzfitter 1.05 (Elsevier). Rezultaty

pomiardéw z udziatem fenolu przedstawia tabela 17.

Tabela 17. Inhibicja enzymatycznego

rozkladu L-tyrozyny przez fenol

substrat rozpuszczalnik [:ﬁ[]
L-tyrozyna H,O 144 + 28
L-tyrozyna D,O 149 + 38
[3-"H,]-L-tyrozyna H,0 96 + 25

Wyznaczona K; dla inhibitora mieszanego — fenolu — to bardzo cenny parametr reakcji
pozwalajacy uzyska¢ dodatkowe dane dotyczace czastkowych szybko$ci reakcji. State
inhibicji w wodzie i wodzie deuterowanej sa do siebie podobne (nalezy jednak uwzglednié

duzy blad eksperymentalny podczas wyznaczania tych parametrow), co moze oznaczac, ze
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state szybkosci k., ks, k3 1 k4 tworzace K nie zaleza od sktadu izotopowego wody. Jest to
szczegollnie wazne stwierdzenie dla stalej reprotonacji k., opisujacej powrdt protonu na atom
wegla w pozycji 2 substratu.

Warto$¢ K; dla L-tyrozyny deuterowanej w pozycji 3 jest cenna informacja w kon-
tekscie duzego wzrostu KIE trytu w pozycji 3S podczas reakcji. Wiedzac, ze podczas
przeksztatcania a-aminoakrylanu w produkty (opisywanego przez stala szybkosci ki)
nast¢gpuje oderwanie atomow wodoru w pozycji 3, mozna si¢ spodziewa¢ duzego
pierwszorzedowego KIE na ks 1 niewielkich efektow na pozostate czastkowe state szybkosci
reakcji. Odzwierciedleniem takiego zjawiska moze by¢ istotna roznica pomigdzy stalymi
inhibicji dla fenolu wyznaczonymi w reakcji z L-tyrozyna i z [3-"H,]-L-tyrozyna, dla ktorej
warto$¢ K; powinna by¢ nizsza. Zaobserwowalem takie zjawisko w reakcji katalizowanej
przez TPL, jednak duzy btad eksperymentalny utrudnia interpretacj¢ wynikow.

Wykorzystujac dane eksperymentalne 1 literaturowa wartosci stalej szybkosci
deprotonacji (k, = 80s™; Sundararaju et al., 2000) mozna optymalizowa¢ pozostate nieznane
parametry reakcji do rOwnan:

1. na obserwowany KIE 'H/H w pozyciji 2 (25):

ky gy thgk g ko gk g S ]
kyrhy gk _y+k_p*k 3% f4{S] kyp
R, 1-(d-1)

R, f

gdzie wyktadnik potggi w mianowniku to wyrazenie na rzeczywisty KIE wodoru

-n (25)

w pozycji 2, a n to stosunek radioaktywno$ci wiasciwej trytu uwolnionego wskutek
deprotonacji atomu wegla bez zaj$cia eliminacji fenolu, do radioaktywnosci witasciwej
wyjsciowej L-tyrozyny. Rownanie (26) opisuje warto$¢ n:

k_,y *k,*p

kyy *(1=f) = ky*k_yx f*[S]

ky+k_* f*[S]

ky+k ,*(1=p)+k_,, *p—
[K,, + (1= /)*[S]]
2. na KIE 'HH w pozycji 35 (27):
k_2 *k_3 *f*[S]

#[E~ PLP]*[S] 1} (26)

n=exp{—

ky+k ,+ .
a, = A4 (27)
b+ k LSSV RITY
4
3. naKIE "2C/**C w pozycji 2 (28):
k, *k, *k, Kae ¥kse +kye ¥k + ke ¥k o *[PhOH] (28)

a =
© oy vk, vk, %k, +hk %k, *[PhOH] Ky *kse * ke

130



Parametry bez dodatkowych indeksow oznaczaja wartosci statych w reakcji z L-tyrozyna
o naturalnym skladzie izotopowym, z indeksem C — wartosci parametréw w reakcji
z [2-'*C]-L-tyrozyna, z indeksem H — dla reakcji z [3S-"H]-L-tyrozyna. [S] i [E] to poczatkowe
stezenia substratu 1 enzymu; f to stopien przereagowania, t to czas reakcji, a p oznacza
prawdopodobienstwo reprotonacji kompleksu EQ oderwanym trytonem.

Podczas konstrukcji powyzszych rownan zatozylem, ze KIE trytu w pozycji
2 obserwuje tylko na statych k; 1 k., jako, ze produkty przejsciowe powstate po oderwaniu
trytu sa identyczne z tymi tworzonymi przez substrat nieznakowany, dlatego tez nie nalezy si¢
spodziewa¢ efektu izotopowego na pozostatych stalych szybkosci reakcji czastkowych,
réwniez na eliminacji fenolu, gdyz zmierzony przez mnie stopien przeniesienia trytu z pozycji
2 na fenol jest zaniedbywalnie maty (mniejszy od 0.9%).

Wyprowadzajac rownanie na KIE "H°H w pozycji 3S zalozylem, ze duzy efekt
izotopowy w tym miejscu czasteczki moze istnie¢ tylko na stata ks, albowiem nie
zaobserwowalem znaczacego KIE deuteru na szybkos$¢ poczatkowa opisywana roOwnaniem
(22), a doswiadczenia z fenolem jako inhibitorem reakcji potwierdzity istnienie duzego KIE
deuteru tylko na k4. Dlatego przyjatem, ze pozostate state szybkosci reakcji czastkowych dla
[3S-’H]-L-tyrozyny sa takie same, jak podczas reakcji z izotopologiem protowym.

Podobnie mozna skorzysta¢ z rdwnan 25 i 26, aby policzy¢ state szybkosci reakcji
czastkowych dla reakcji w wodzie deuterowane;.

Aby wyznaczy¢ state szybkosci reakcji z uzyskanych przez mnie danych
eksperymentalnych uzywajac zaproponowanego powyzej modelu kinetycznego reakcji
nalezy przeprowadzi¢ rownolegla optymalizacj¢ szukanych parametrow do przedstawionych
roOwnan. Sa one zbyt skomplikowane, aby uzy¢ standardowego oprogramowania stosowanego
do fitowania danych. Rozwiazaniem problemu moze by¢ napisanie specjalnego programu,

ktory umozliwi wspomniang optymalizacje parametrow reakcji katalizowanej przez TPL.

3.2.5. Perspektywy badania mechanizmu dzialania fenololiazy tyrozynowe;j

Przeprowadzone przeze mnie pionierskie badania nad mechanizmem dziatania TPL
odpowiedziaty na niektore stawiane wcze$niej pytania, ale takze otworzyty nowe kwestie
dotyczace badanego procesu:

1. napisanie odpowiedniego oprogramowania pozwalajacego na analizg
parametréw reakcji za pomoca wyprowadzonych przeze mnie roéwnan;
2. wyznaczenie KIE "“C/"C w pozycjach 3 i 1’ L-tyrozyny z wickszej ilosci

pomiarow;
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7.

wyznaczenie konkurencyjnych KIE *H/°H w pozycji 2 w wodzie i w wodzie
deuterowanej, co powinno pozwoli¢ na lepsze poznanie procesu deprotonacji
1 wplywu rozpuszczalnika w badanej reakc;ji;

pomiar KIE wodoru w pozycji 3S metoda konkurencyjna radiometrycznie
(uzywajac réznych kombinacji znacznikéw wodorowych), jak 1 za pomoca
spektroskopii, celem glebszego wgladu w zmiany efektu w tej pozycji.
Podobnie nalezy zbada¢ wplyw rozpuszczalnika na KIE w pozycji
3 wyznaczone metoda konkurencyjna i niekonkurencyjna;

badanie statych inhibicji fenolem reakcji z L-tyrozyna znakowana deuterem
w pozycji 2 1 3 katalizowanej przez TPL w wodzie i w wodzie deuterowane;j
celem zbadania wptywu rozpuszczalnika na stalg inhibicji mieszanej;

badanie KIE trytu w réznych pozycjach czasteczki L-tyrozyny w obecnosci
réznych stezen inhibitorow ulegajacych f-eliminacji (np. S-metylo-
L-cysteina), jak i1 nie ulegajacych temu procesowi (np. L-fenyloalanina);

wptyw produktéw przejsciowych i ich analogéw na wartosci KIE.

Jestem przekonany, ze fenololiaza tyrozynowa bedzie jeszcze niejednokrotnie

przedmiotem bardzo ciekawych badan mechanistycznych.
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4. PODSUMOWANIE

W ramach wykonanej przeze mnie pracy udato si¢ osiagnaé zamierzone cele.

Zsyntetyzowalem 4 L-tyrozyny znakowane '‘C, 3 L-tyrozyny znakowane deuterem
1 4 L-tyrozyny znakowane trytem laczac metody chemiczne i enzymatyczne. Uprzednio
zoptymalizowatem warunki syntezy i wyprébowatem réwniez inne metody otrzymywania
znakowanych L-tyrozyn.

Otrzymatem L-tyrozyng znakowana we¢glem-14 w czterech pozycjach:

o [1-"CJ-L-tyrozyne z K'"*CN poprzez posrednie produkty kwas [1-'*C]-malono-
wy, kwas [1-14C]-(E)-cynamonowyi [1-14C]-L-fenyloalaninq;

. [2—14C]—L—tyrozynq z kwasu [2—14C]—malonowego poprzez kwas [2—14C]—(E)—cy—
namonowy i [2-'*C]-L-fenyloalaning;

e [3-"C]-L-tyrozyne z alkoholu [I-'*C]-benzylowego poprzez kwas
[3-'*C]-(E)-cynamonowy i [3-'*C]-L-fenyloalaning;

e [1-"CJ-L-tyrozyne z kwasu [2-'*C]-malonowego poprzez [2-'*C]-malonian
dietylu, [1'-'*C]-p-hydroksybenzoesan etylu, kwas [1'-'*C]-p-hydroksyben-
zoesowy i [4'-'*C]-fenol.

Uzyskatem jako pierwszy [2-'*C]-, [3-'*C]- i [1'-'*C]-L-tyrozyne uzywajac pionierskiej
metody syntezy przez kondensacje¢ Knoevenagela prowadzaca do kwasu cynamonowego,
enzymatyczna addycj¢ amoniaku i utlenianie otrzymanej L-fenyloalaniny do L-tyrozyny
znakowane] w czg$ci alifatycznej. Podobnie nowa byla zastosowana przez mnie strategia
syntezy [1 '—14C]—L—tyrozyny.

Otrzymatem L-tyrozyng znakowana deuterem w trzech pozycjach:

e [2-’H]-L-tyrozyng dwiema metodami enzymatycznymi: poprzez wymiane
protonu w pozycji a, oraz z fenolu i S-metylo-L-cysteiny stosujac wode¢
deuterowana jako rozpuszczalnik;

e [3S-’H]-L-tyrozyne przylaczajac enzymatycznie amoniak do kwasu
(E)-p-kumarowego w wodzie deuterowanej;

e [3R-’H]-L-tyrozyng z  kwasu [3-’H]-(E)-cynamonowego  poprzez
[3R-"H]-L-fenyloalanine.

Syntezy [2-*H]-L-tyrozyny z udzialem tryptofanazy, [3S-*H]-L-tyrozyny z udzialem
amoniakoliazy fenyloalaninowej i [3R-*H]-L-tyrozyny przez addycje amoniaku i enzymaty-
czne utlenianie otrzymanej [3R-"H]-L-fenyloalaniny zostaly przeprowadzone po raz pierwszy.

Otrzymatem rowniez L-tyrozyng znakowana trytem w czterech pozycjach:
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e [2-’H]-L-tyrozyne dwiema metodami: poprzez enzymatyczna wymiang protonu
w pozycji a, oraz z wody trytowej poprzez kwas [2-°H,]-malonowy, kwas
[2-3H]-(E)-cynam0n0wy oraz [2-"H]-L-fenyloalaning;

o [35-H]-L-tyrozyng dwiema metodami: poprzez enzymatyczna addycje
amoniaku do kwasu (F)-p-kumarowego w wodzie trytowej, oraz w wyniku
podobne;j reakcji z kwasem (E)-cynamonowym przez [3S-"H]-L-fenyloalaning;

e [3R-’H]-L-tyrozyne z kwasu [3-"H]-(E)-cynamonowego przez [3R-"H]-L-fe-
nyloalaning;

e [2°,6’-’Hy]-L-tyrozyne dwiema metaodami: przez utlenianie [2’,6’-"H,]-L-fe-
nyloalaniny, oraz z wody trytowej przez [*Hs]-fenol i [3,5-°H,]-fenol.

Otrzymatem jako pierwszy [3R-"H]-, [3S-’H]- i [2',6'-’H,]-L-tyrozyne.

Uzywajac nowatorskiej strategii syntetycznej takiej, jak dla znacznikow weglowych
w pozycjach alifatycznych alifatycznych L-tyrozyny, otrzymatem [2-°H]-, [3R-°H]-,
[3R-"H]-, [1-"*C,35-’H]- i [2',6'-’H]-L-tyrozyne. Nowoscia sa tez metody syntezy L-tyrozyny
znakowane] trytem w pozycji 2 za pomoca tryptofanazy, oraz w pozycji 3S z kwasu
(E)-p-kumarowego, podobnie jak enzymatyczna synteza [2',6'-"H]-L-tyrozyny z odpowiednio
znakowanego fenolu otrzymanego przez katalitycznag wymiang protondw aromatycznych
fenolu z woda.

Opracowane 1 wykonane przez mnie syntezy znakowanej L-tyrozyny moga
w przysziosci znalez¢ istotne zastosowanie w badaniach biochemicznych, a takze
medycznych. Po odpowiednich modyfikacjach majacych na celu skrocenie i uproszczenie
procedur syntetycznych moga zosta¢ uzyte w syntezie zwiazkow znakowanych izotopami
krétkozyciowymi stosowanymi w tomografii pozytonowe;.

Otrzymane przez mnie zwiazki uzylem nastgpnie w badaniach mechanizmu dziatania
fenololiazy tyrozynowej z Citrobacter freundii stosujac do tego celu kinetyczne efekty
izotopowe wegla i wodoru. Wyznaczylem 3 efekty '2C/*C, 16 efektow deuteru i 8 efektow
trytu. Schemat 51 przedstawia uzyskane przeze mnie wyniki. V 1 V/K oznaczaja,
odpowiednio, KIE na kea 1 keat/K. Indeksy gorne T, D 1 14 oznaczaja, odpowiednio KIE
'HAH, '"HAH i /M.

Efekty '*C/"C w pozycjach 2, 3, 1, i efekty 'H/H (dla aromatycznych atomow
wodoru takze w obecno$ci inhibitorow TPL) okreslitem metoda konkurencyjna stosujac
podwojne znakowanie. Efekty 'H/”H wyznaczytem metoda niekonkurencyjna poprzez pomiar
parametréw kinetycznych reakcji (Kear 1 Keat/Km, a takze stalej inhibicji fenolem dla reakcji
z L-tyrozyna w wodzie i w wodzie cigzkiej, i z [3-2H2]-L-tyrozynq w wodzie) dla substratu

nieznakowanego i1 znakowanego deuterem. Wyznaczylem efekty izotopowe we wszystkich
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pozycjach wodoru w czasteczce L-tyrozyny. Podobnie okreslitem rowniez efekty

rozpuszczalnikowe 'H/*H dla L-tyrozyny i [2-"H]-L-tyrozyny.

TV/K 092  14y/K 1.00 14V/K 1.05
DV 1.04 B,°V 1.09
K 1.00 "V/K1.0 TV/K 1.09 B,°V/K 1.0
TV/K ro$nie
DV 1.26
0d 1.06 (3.7%) do 4.14 (31%)
DY/K 1.0 H H H
\ \\

14V/K maleje
od 1.04 (9.1%) do 0.92 (38%)

D
D\X]i? 7 HZO TV/K obserwowany ro$nie
dla [Z—ZH]-L—t);rozynv 0d 0.79 (1.8%) do 2.43 (20%) w H,O
' ] iod 0.33 (3.7%) do 3.35 (45%) w D,O

DV 1.49 PV 33wH,0iD,0
DV/K 1.8 DV/K 2.4 w H,0i2.2wD,0

dla L-tyrozyny
Schemat 51. Kinetyczne efekty izotopowe w reakeji TPL z L-tyrozyna

Efekty ?C/"*C w pozycjach 1, 2.3, 1', i '"H/°H okreslitem metoda konkurencyjna sto-
sujac podwdjne znakowanie. Efekty 'H/”H wyznaczylem metoda niekonkurencyjna poprzez
pomiar parametréw kinetycznych reakcji (keat 1 kea/Kim) dla substratu nieznakowanego i zna-
kowanego deuterem. Wyznaczylem efekty we wszystkich pozycjach wodoru w czasteczce
L-tyrozyny. Podobnie okreslitem rowniez efekt rozpuszczalnikowy "H/*H.

W mojej pracy po raz pierwszy udato si¢ okresli¢ efekt '*C/'*C w pozycji 2, oraz
wykona¢ wstepne pomiary podobnego efektu w pozycjach 3 i 1' w badanej reakcji. Po raz
pierwszy takze okreslitem efekty trytu dla wszystkich pozycji wodoru w L-tyrozynie. Efekty
deuteru takze zostaly wyznaczone po raz pierwszy poza efektem w pozycji 2.

Wykonane przez mnie badania zaowocowaly bardzo ciekawymi obserwacjami,
albowiem stwierdzitem:

e zmiang efektu izotopowego trytu z postgpem reakcji w pozycjach 2 i 38,
podobna zmiang KIE "2C/**C w pozycji 2;
e szybka wymiang protonu w pozycji 2 z rozpuszczalnikiem tylko

w poczatkowych etapach reakcji;
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e niewielki transfer trytu z pozycji 2 na aromatyczny atom wegla tworzacego si¢
w reakcji fenolu;

e niczalezno$é efektow rozpuszczalnikowego i w pozycji 2 od siebie 'H/H
$wiadczaca o tym, ze zarowno rozpuszczalnik oraz atom wodoru w pozycji
2 sa zaangazowane w tworzenie tego samego stanu przejsciowego reakcji;

o wigksze znaczenie oderwania protonu z pozycji 2, niz jego wymiany
z rozpuszczalnikiem dla szybkosci reakcji;

e asymetri¢ zachowania si¢ KIE trytu w pozycji 3R 1 3S;

e odrywanie protonow z pozycji 3 po zajsciu eliminacji fenolu;

e istnienie duzego KIE w pozycji 3S na etapie tworzenia produktéw
z a-aminoakrylanu;

e brak istotnego wptywu wody na szybko$¢ koncowych etapow reakcji;

e pewne znaczenie wodoru w pozycji 3°,5’ dla dysocjacji kompleksu enzym —
produkt;

e wplyw inhibitorow kompetycyjnych na wielkos¢ efektu izotopowego trytu
w pierscieniu aromatycznym; taki KIE zmienia si¢ w podczas reakcji.

Na podstawie obserwacji zaproponowatem kinetyczny model reakcji. Bazujac na
zaproponowanym modelu uzytem pomiaréw kinetyki w obecno$ci inhibitora i jednocze$nie
produktu reakcji fenolu do wyznaczenia niektorych parametrow reakcji.

Moja praca pozwolita wyjasni¢ niektére zagadnienia dotyczace reakcji
enzymatycznego rozkladu tyrozyny katalizowanego przez fenololiaze tyrozynowa, ale
réwniez nasungla wiele kolejnych pytan dotyczacych tego tematu, co rysuje ciekawe

perspektywy w dalszych badaniach mechanizmu tej reakc;ji.
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