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[H1] E. Winnicka, M. Pajgk, K. Patka, K. Czerwinska, M. Kanska, Enzymatic synthesis of
halogen derivatives of aromatic amino acids labeled with hydrogen isotopes, J. Chem. Chem.
Eng., 2014, 8, 54-60

Praca ta stanowi badania wstepne nad synteza halogenowych pochodnych L-tyrozyny
selektywnie znakowanych izotopami wodoru. Zostaly w niej po raz pierwszy opisane metody
syntezy 3’-fluoro- oraz 3’-chloro-L-tyrozyny znakowanej deuterem w pozycji 2 tancucha
bocznego, czyli 3°-fluoro-[2-2H]- oraz 3’-chloro-[2-?H]-L-tyrozyny. Wyniki uzyskane podczas
realizacji tych badan pomogly mi zaplanowac dalsze etapy pracy nad synteza izotopomeroéw
znakowanych trytem.

IF2010= brak punkty MNiSW= 8 (2014r) l.cyt.=6

[H2] M. Pajgk, K. Palka, E. Winnicka, M. Kanska, Syntheses of halogen derivatives of
L-tryptophan, L-tyrosine and ZL-phenylalanine labeled with hydrogen isotopes, J. Label.
Compd. Radiopharm., 2016, 59, 4-8, DOI: 10.1002/jlcr.3357

Praca ta stanowi kontynuacje badan nad syntezg izotopomeréw halogenowych pochodnych
L-tyrozyny selektywnie znakowanych izotopami wodoru. Zostaty w niej opisane metody syntez
3’-fluoro- oraz 3’-chloro-L-tyrozyny znakowanej trytem badz deuterem i trytem w pozycji 2
tancucha bocznego, takich jak 3’-fluoro-[2-3H]-, 3’-chloro-[2-3H]-, 3’-fluoro-[2-2H/*H]- oraz
3’-chloro-[2-2H/*H]-L-tyrozyna.

IF2010= 1,809 punkty MNiSW= 40 l.cyt=6

[H3] M. Pajgk, M. Kanska, Isotope effects in mechanistic studies of I-tyrosine halogen
derivatives hydroxylation catalyzed by tyrosinase, J. Radioanal. Nucl. Chem. 2017, 314, 2123-
2128, DOI: 10.1007/s10967-017-5526-1

W pracy tej opisatam metody syntez halogenowych pochodnych 1.-tyrozyny znakowanych
deuterem w pierscieniu, takich jak 3’-fluoro-[5’-?H]- oraz 3’-chloro-[5’-?H]-L-tyrozyna,
a nastgpnie  wykorzystanie tych  zwigzkow do  wyznaczenia  kinetycznych
1 rozpuszczalnikowych efektow izotopowych w reakcji katalizowanej przez tyrozynazg.
Dokonatam analizy uzyskanych wynikéw pod katem wptywu podstawnika halogenowego na
mechanizm reakcji badanego enzymu. Okreslitam rowniez inhibitujacy wptyw 3’-jodo-L-

tyrozyny na aktywno$¢ tyrozynazy.

IF2010= 1,137 punkty MNiSW= 40 l.cyt=8



[H4] M. Pajgk, M. Kanska, Isotope effects in the tyrosinase catalyzed hydroxylation of
L-tyrosine methyl derivatives, Isot. Environ. Health Stud., 2018, 54, 548-557, DOI.
10.1080/10256016.2018.1505722

Praca ta zawiera opis metody syntezy [3’,5’-?Hz]-a-metylo- oraz [3°,5’-2H;]-N-metylo-L-
tyrozyny, jak rowniez wyniki kinetycznych i rozpuszczalnikowych efektow izotopowych
w badaniu mechanizmu reakcji katalizowanej przez tyrozynaz¢ z wykorzystaniem
zsyntezowanych izotopomeroéw. Opisalam rowniez badania nad inhibitujacym wpltywem

O-metylo-L-tyrozyny na aktywnos¢ tyrozynazy.

IF2019= 1,652 punkty MNiSW= 40 l.cyt.=2

[H5] M. Pajak, M. Kanska, Enzymatic syntheses of 3 -halotyramines, selectively 2H- and 3H-
labeled in the side chain, Appl. Radiat. Isotop., 2018, 131, 8-12, DOI:
10.1016/j.apradis0.2017.10.032

W pracy tej opisatam metody syntez halogenowych pochodnych tyraminy, takich jak 3’-
fluoro-, 3’-chloro- i 3’-jodotyramina, jej izotopomeréw znakowanych deuterem lub trytem
w pozycji (1R), takich jak 3’-fluoro-[(1R)-?H]-, 3’-chloro-[(1R)-2H]-, 3’-jodo-[(1R)-2H]-, 3’-
fluoro-[(1R)-2H]-, 3’-jodo-[(1R)-H]-tyramina oraz izotopomeréw znakowanych w pozycji
(1S), takich jak 3’-jodo-[(1S)-2H]-, 3’-jodo-[(1S)-3H]-, 3’-jodo-[(1S)-2H/*H]-, 3’-fluoro-[(1S)-
3H]- i 3°-fluoro-[(1S)-H/3H]-tyramina. Ponadto, opisatam metody syntez jodopochodnych I-
tyrozyny znakowanych deuterem lub trytem w tancuchu bocznym, takich jak 3’-jodo-[2-2H]-,
3’-jodo-[2-3H]-, 3’-jodo-[2-?H/®H]-L-tyrozyna, niezbednych do otrzymania pochodnych

tyraminy znakowanych w pozycji (1S).

IF2010= 1,270 punkty MNiSW= 70 l.cyt=4

[H6] M. Pajak, Kinetic and solvent isotope effects in oxidation of halogen derivatves of tyramine
catalyzed by monoamine oxidase A, J. Biochem. 2020, 167, 49-54, DOI: 10.1093/jb/mvz089

W pracy tej wyznaczylam efekty izotopowe w reakcji katalizowanej przez
monoaminooksydaz¢ A z wykorzystaniem zsyntezowanych w pracy [H5] pochodnych. Na
podstawie otrzymanych wynikow okreslitam stereospecyficznos¢ badanego enzymu oraz

ustalitam prawdopodobny mechanizm dziatania tego enzymu.

IF2010= 2,476 punkty MNiSW= 100 l.cyt=1
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[H7] M. Pajak, Microwave enhanced synthesis of halogenated derivatives of 7-tyrosine labeled
with deuterium in aromatic ring, J. Radioanal. Nucl. Chem. 2020, 326, 857-860, DOI:
10.1007/s10967-020-07362-8

Praca ta zawiera opis oraz porOwnanie metod syntezy halogenopochodnych L-tyrozyny
znakowanych deuterem w pierécieniu, takich jak 3’-fluoro-[5’-?H]-, 3’-chloro-[5°-?H]- oraz 3’-
jodo-[2°,5°-2H,]-L-tyrozyna, z zastosowaniem ogrzewania klasycznego oraz z wykorzystaniem

mikrofal.

IF2019= 1,137 punkty MNiSW= 40 l.cyt=0

[H8] M. Pajak, Methylated derivatives of L-tyrosine in reaction catalyzed by r-amino acid
oxidase: isotope and inhibitory effects, J. Biochem., 2020, 168, 509-514, DOI:
10.1093/jb/mvaa066

W pracy tej opisalam metode syntezy O-metylo-[2-2H]-L-tyrozyny oraz jej wykorzystanie do
wyznaczenia efektow izotopowych w reakcji katalizowanej przez oksydaze L-aminokwasow.
Opisatam takze badania nad inhibitujacym wplywem a-metylo- oraz N-metylo-L-tyrozyny na

aktywno$¢ badanego enzymu.

IF2010= 2,476 punkty MNiSW= 100 l.cyt=0

[H9] M. Pajak, K. Palka, E. Winnicka, M. Kanska, The chemo- enzymatic synthesis of labeled
L-amino acids and some of their derivatives, J. Radioanal. Nucl. Chem., 2018, 317, 643666,
DOI: 10.1007/s10967-018-5932-z

Praca ta stanowi podsumowanie ponad 20 lat pracy naszego zespotu badawczego nad synteza
zwiazkow biologicznie aktywnych, znakowanych izotopami wegla 1 wodoru, niezbednych do
przeprowadzenia badan nad mechanizmami reakcji enzymatycznych metodg kinetycznych
1 rozpuszczalnikowych efektow izotopowych oraz omawia wyniki naszych badah na tle
literatury $wiatowej. Opisane w niej zostaty, migdzy innymi, opracowane przeze mnie metody
syntez halogenowych pochodnych L-tyrozyny, znakowanych izotopami wodoru w tancuchu
bocznym lub pierscieniu aromatycznym.

IF2010= 1,137 punkty MNiSW= 40 . cyt=9



[H10] M. Pajak, Pochodne L-tyrozyny jako leki oraz znaczniki do obrazowania nowotworow,
Przem. Chem. 2020, 99, 1541-1545, DOI: 10.15199/62.2020.10.21

Praca ta stanowi podsumowanie uzyskanych przeze mnie wynikéw badan kinetycznych
w reakcjach szlaku metabolicznego L-tyrozyny, katalizowanych przez tyrozynazg,

monoaminooksydaz¢ A oraz oksydaze IL.-aminokwasows.

IF2019= 0,485 punkty MNiSW= 40 l.cyt=0

4.1. Wstep

L-Tyrozyna (L-Tyr) jest aminokwasem aromatycznym, niezbednym do prawidtowego
funkcjonowania organizmu czlowieka. Jako prekursor waznych zwiazkéw biologicznie
aktywnych bierze udzial w wielu procesach metabolicznych. W jednym z etapéw szlaku
metabolicznego, ktorego fragment przedstawiono na rys. 1, L-Tyr jest enzymatycznie
przeksztatcana w 3°,4’-dihydroksy-L-fenyloalaning (L-DOPA) [1], ktéora w kolejnym etapie
ulega konwersji do dopaminy, bedacej prekursorem neuroprzekaznikow osrodkowego uktadu
nerwowego cztowieka, takich jak adrenalina i noradrenalina [2]. L-DOPA, po utlenieniu do
dopachinonu, jest substratem w syntezie melanin, ktore sg naturalnymi barwnikami nadajacymi
kolor wlosom, skorze, oraz tgczowce oka [3]. Ze wzgledu na tak szerokie spektrum dziatania
L-Tyr, zaburzenia jej metabolizmu prowadza do wielu schorzen, migdzy innymi choroby
Parkinsona, bielactwa, czerniaka, czy albinizmu [4-6]. W ostatnim dziesigcioleciu wzrosto
zainteresowanie synteza nowego typu radioznacznikow, bedacych halogenowymi oraz
metylowymi pochodnymi L-Tyr, znakowanych izotopami o krotkim czasie poétrozpadu
0 potencjalnym zastosowaniu w pozytonowej tomografii emisyjnej PET (positron emission
tomography) oraz tomografii emisyjnej pojedynczych fotonow SPECT (single photon emission
computed tomography). 2’-[*®F]fluoro-1-Tyr okazala si¢ uzytecznym znacznikiem do
roznicowania tkanek zdrowych i nowotwordw oraz obrazowania syntezy peptydow in vivo [7].
3’-[*®F]fluoro-a-metylo-L-Tyr jest wykorzystywana do wykrywania zmian przerzutowych
w watrobie [8]. 6’-[*®F]fluoro-L-m-Tyr znalazta zastosowanie do $ledzenia funkcji uktadu
dopaminergicznego [9-11]. 3’-["®Br]bromo-a-metylo-L-Tyr zostata poddana testom jako nowy
znacznik do wykrywania zlo§liwych guzéw, gtownie nerek 1 pgcherza moczowego [12]. 2°-
[*2®]jodo-L-Tyr jest potencjalnym wskaznikiem do obrazowania nowotworéw uktadu

nerwowego, w szczegdlnosci glejakow [13].  3’-[**°1]jodo-o-metylo-L-Tyr zostata



przetestowana pod katem uzyteczno$ci w obrazowaniu zmian nowotworowych [14, 15]. 6’-
[1!C]metylo-1-m-Tyr zostata zsyntezowana jako potencjalny radioznacznik do ilo$ciowego
obrazowania presynaptycznej aktywnosci dopaminy w moézgu [16], natomiast O-[**C]metylo-
L-Tyr zostata poddana testom klinicznym jako marker do $ledzenia transportu aminokwasoéw

w komorkach nowotworowych [17].
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Rys. 1. Fragment szlaku metabolicznego L-Tyr.

Przed podaniem pacjentowi nowego typu zwiazkow wazne jest, aby sprawdzié¢, czy dodatkowe

podstawniki w czasteczce zwigzku biologicznie aktywnego nie wplyng na reakcje



enzymatyczne, w ktorych dany zwigzek uczestniczy. Udowodniono, ze jodopochodne L-Tyr sg
inhibitorami hydroksylazy tyrozynowej, katalizujgcej przemiane L-Tyr do L-DOPA [18].
Bromopochodne L-Tyr wykazuja dziatanie inhibitujace wobec dehalogenazy jodotyrozynowej,
ktora metabolizuje jodotyrozyne podczas syntezy hormondéw tarczycy [19]. Wykazano
réwniez, ze kwas fluorooctowy, bedacy metabolitem fluorotyrozyny, wptywa toksyczne na
organizm cztowieka [20]. Z kolei produkty przemiany metylowych pochodnych L-Tyr sa
inhibitorami oksydazy monoaminowej [21, 22]. Celem moich badan bylo okreslenie wplywu
podstawnikow halogenowych lub metylowych w czasteczce L-Tyr na procesy
enzymatyczne zachodzace z udzialem tego aminokwasu oraz okreslenie mechanizmu
dzialania tyrozynazy, monoaminooksydazy A (MAO A) oraz oksydazy L-aminokwasowej
(LAAO) wobec halogeno- oraz metylopochodnych L-Tyr. Jest to niezwykle wazne dla
okreslenia toksyczno$ci podawanych radiofarmaceutykow. Jedng z niezwykle czutych
metod, ktora pozwala na $ledzenie przemian enzymatycznych, jest metoda kinetycznych KIE
(kinetic isotope effect) i rozpuszczalnikowych SIE (solvent isotope effect) efektow
izotopowych. Opiera si¢ Ona na wyznaczeniu stosunku statych szybkos$ci reakcji biegnacej ze
zwigzkiem zawierajacym lzejszy izotop do statej szybkosci wyznaczonej dla reakcji
przebiegajacej ze zwigzkiem podstawionym ciezszym izotopem. Otrzymane wartosci KIE oraz
SIE pozwalaja na wyjasnienie mechanizmu dzialania danego enzymu, okreslenie etapu
determinujgcego szybkos$¢ badanej reakcji oraz ustalenie wigzania zaangazowanego
w tworzenie kompleksu aktywnego [23-25].

Schemat reakcji enzymatycznej, w ktorej uczestniczy jeden substrat, przedstawiony jest

zaleznoscig (1) :

Ky k,
E+S == ES — E+P
K1 (1)

w ktorej E oznacza enzym, S substrat, P produkt a ES kompleks Michaelisa - Mentena.

Dla wigkszosci reakcji enzymatycznych, poczatkowa szybkos¢ reakeji v wyrazona jest
wzorem (2):

V= Vinax[S]/(Km + [S]) )

w ktorym Vmax = Ko[E] okres$la szybkos¢ maksymalng, Km = (ko + K.1)/ki okreSla statg
Michaelisa a [S] oznacza stezenie substratu. Stosunek Vmax®™ /Vmax¥ okresla wartosé KIE
dla Vimax, nNatomiast stosunek (Vmax/Km)'®</(Vmax/Km)“ ¥ daje warto$¢ KIE dla Vimax/Km.
Wartosci efektow izotopowych, zarowno dla Vmax, jak i dla Vmax/Km dostarczaja informacji na

temat mechanizmu badanej reakcji enzymatycznej. Jesli podstawienie izotopowe wplywa na



proces wigzania substratu w centrum aktywnym enzymu, wowczas zostanie to uwidocznione
w wartosci KIE w parametrze Vmax/Km. Warto$¢ tego efektu bedzie znacznie wigksza, niz
warto$¢ KIE dla Vmax. Jes$li podstawienie izotopowe wplywa na proces uwalniania produktu
z kompleksu aktywnego, wowczas wartos¢ KIE dla Vimax bedzie przewyzszata wartos¢ KIE dla
Vmax/Km. Metoda KIE wymaga uzycia zwigzkow selektywnie znakowanych izotopami, dlatego
aby wyznaczy¢ efekty izotopowe w reakcjach enzymatycznych, w ktérych uczestniczg
halogenowe oraz metylowe pochodne L-Tyr, nalezalo otrzymaé je znakowane. W zwigzku
z tym szczegélnie wazna czeScia mojej pracy bylo opracowanie metod syntezy
odpowiednich izotopomerow. Otrzymanie zwiazkow znakowanych w Scisle okreslonym
miejscu czasteczki, dodatkowo o sprecyzowanej stereochemii nie nalezalo do zadan
trywialnych i wymagalo opracowania nowej strategii syntezy badz modyfikacji
istniejacych procedur. Podczas tego etapu badan skorzystalam z metod zaréwno klasyczne;j
chemii, w tym wymiany izotopowej w $rodowisku kwasowym, jak réwniez z metod
enzymatycznych, gdzie w obecnosci odpowiedniego enzymu zachodzi stereoselektywna
wymiana izotopowa w czgsteczce pochodnej L-Tyr. Otrzymane zwiazki wykorzystalam do
przeprowadzenia badan kinetycznych reakcji utlenienia L-Tyr do L-DOPY, katalizowanej
przez tyrozynazg, oksydacyjnej deaminacji L-Tyr do kwasu 4’-hydroksyfenylopirogronowego,
katalizowanej przez LAAO oraz utlenienia tyraminy do aldehydu 4’-hydroksyfenylooctowego,
katalizowanej przez MAO A (rys. 1). Warto$ci wyznaczonych efektow izotopowych oraz
poréwnanie parametrow kinetycznych badanych reakcji (Vmax, Km), pozwolily na czgsciowe
wyjasnienie mechanizmow dziatania tych enzymow. Ostatnim i zasadniczym etapem moich
badan bylo okreslenie wplywu poszczegolnych klas zwiazkow na aktywnoS$¢ wyzej
wymienionych enzyméw poprzez badanie ich wlasciwosci inhibitujacych, ktore moga

mie¢ znaczacy wplyw na przebieg procesow enzymatycznych w organizmie.

4.2. Syntezy izotopomeréw pochodnych L-Tyr

4.2.1. Halogenopochodne L-Tyr znakowane izotopami wodoru w taricuchu bocznym lub

pierscieniu

W pierwszej kolejnosci niezbedne byto opracowanie przeze mnie metod oraz
przeprowadzenie syntez halogenowych pochodnych L-Tyr, takich jak 3’-fluoro-, 3’-chloro-

oraz 3’-jodo-L-Tyr, selektywnie znakowanych izotopami wodoru w pozycji 2 tancucha
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bocznego, co zostato opisane w pracach [H1], [H2] oraz [H5]. Z danych literaturowych oraz
moich wczesniejszych doswiadczen wynikato, ze proces podstawienia izotopem wodoru w tej
konkretnej pozycji moze przebiega¢ na drodze enzymatycznej wymiany izotopowej pomi¢dzy
atomem wodoru w pozycji o, a atomem deuteru badz trytu, pochodzacym ze Srodowiska
reakcyjnego (w tym przypadku buforu deuterowanego badz trytowanego), katalizowanej przez
tryptofanaze (EC 4.1.99.1) [26, 27]. Jednak, kiedy zastosuje si¢ jako substrat czasteczke
zwigzku z dodatkowym podstawnikiem, wynik syntezy moze by¢ negatywny, gdyz enzym
z zatozenia katalizuje reakcje ze zwigzkami bedacymi jego naturalnymi substratami.

Miejsce oraz stopien podstawienia deuterem okreslitam na podstawie zmian integracji
oraz multipletowosci sygnatébw w widmach 'H NMR zwigzkéw niepodstawionych oraz
znakowanych. Dzieki analizie widm zaobserwowatam, ze wymiana izotopowa nastgpita tylko
1 wylacznie w pozycji a, a stopien podstawienia wynosil niemal 100%, o czym $wiadczyt zanik
sygnatu pochodzacego od atomu wodoru w pozycji 2 tancucha bocznego. Zatem obecny
w mieszaninie reakcyjnej enzym tryptofanaza katalizuje reakcje wymiany izotopowej poprzez

labilizacj¢ protonu w pozycji 2 tancucha bocznego halogenowych pochodnych L-Tyr (rys. 2).

H_coon Z coon
' tryptofanaza y
NH, D,0 / HTO NH,
HO HO
X X=F, Cllub | X

Z=D,TlubDIT
Rys. 2. Schemat reakcji syntezy halogenowych pochodnych 1.-Tyr znakowanych izotopami

wodoru w pozycji 2 fancucha bocznego.

Otrzymane izotopomery postuzyty mi jako substraty w reakcji syntezy kolejnej klasy
zwigzkow znakowanych [H5], wykorzystanych w celu wyznaczenia efektow izotopowych
w reakcji katalizowanej przez monoaminooksydazg A [H6], co opisz¢ w dalszej czgsci.

Kolejnym etapem badan byto opracowanie metod syntezy 3’°-fluoro-, 3’-chloro- oraz 3’-
jodo-L-Tyr selektywnie znakowanych deuterem w pozycji 5° pierScienia, niezbednych do
wyznaczenia efektow izotopowych w reakcji katalizowanej przez tyrozynaze, co nie bylo
wczesniej opisane w literaturze. Obecno$¢ dodatkowego podstawnika w czasteczce L-Tyr
mogla w znacznym stopniu utrudni¢ otrzymanie izotopomerdw znakowanych w $cisle
okreslonej pozycji, co wymagato ode mnie krytycznego podejscia do stosowanych wczesniej

metod syntezy zwigzkéw znakowanych.
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Zaprojektowane izotopomery otrzymalam na dwa sposoby (rys. 3), co opisatam
w pracach [H3] oraz [H7]. W pierwszym przypadku skorzystatam ze zmodyfikowanej metody
wymiany izotopowej, zachodzacej w $rodowisku kwasowym i podwyzszonej temperaturze,

ktora zostala wczesniej opracowana w naszym zespole [28].

4 COOH

COOH 6 m DCI/D,O
NH, A lub MW NH;
HO HO Y

X X

1,2,3

1:X=F, Z="HY=H 2 X=ClL,Z=H Y=H:3:X=1Z=2H, Y = °H

Rys. 3. Schemat reakcji syntezy halogenowych pochodnych 1.-Tyr znakowanych deuterem w

pierscieniu.

W tym przypadku za pomoca widma protonowego rezonansu jagdrowego potwierdzitam, ze
podstawienie izotopowe w czasteczce 3’-fluoro- oraz 3’-chloro-L-Tyr byto bliskie 100%
i nastgpito tylko i wylacznie w pozycji 5° pier§cienia. W przypadku czasteczki 3°-jodo-L-Tyr
podstawienie izotopowe w pozycji 5° wynosito 96%, jednak inkorporacja deuteru nastgpita
takze w miejsce 2’ pier§cienia, osiggajac wartos¢ 70%. Zastosowanie podwojnie znakowanego
izotopomeru do badan kinetycznych mogloby generowa¢ dodatkowe, drugorzgdowe efekty
izotopowe, co powodowatoby podwyzszenie wartosci liczbowych wyznaczanych KIE. Ze
wzgledu na to, ze 3’-jodo-L-Tyr wykazata dziatanie inhibitujace wobec tyrozynazy (co zostanie
opisane w dalszej czgsci pracy) podjetam decyzje, ze pochodna ta nie bedzie wykorzystana do
badan KIE.

Ciekawe wyniki uzyskalam w przypadku ogrzewania mieszaniny reakcyjnej
z zastosowaniem mikrofal (metoda MW), co stanowilo nowatorskie podejscie w syntezie
zwiazkéw znakowanych [H7]. Taka metoda prowadzenia syntezy pozwolita mi na uzyskanie
inkorporacji deuteru na poziomie 65% w pozycji 5’ czasteczki fluoro- oraz chloropochodnej
L-Tyr oraz 70% 1 96% odpowiednio w pozycji 2’ oraz 5’ jodopochodnej L-Tyr, w bardzo
krotkim czasie syntezy (8 X 1,5 min.). Dla poréwnania, czas reakcji wymiany izotopowe;j
z zastosowaniem klasycznej metody ogrzewania wynosit 24 godziny, czyli 120 razy wolniej
niz w przypadku metody MW. Zaproponowana przeze mnie metoda MW znacznie

zmniejsza koszty syntezy oraz skraca czas jej prowadzenia. Zwigzki o stopniu wzbogacenia
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izotopowego mniejszym niz 100% mogg postuzy¢ jako substraty w badaniach kinetycznych
z zastosowaniem wzoru (3)
a=plap—-1)+1 (©)
gdzie p oznacza stopien wzbogacenia deuterem, o skorygowany efekt izotopowy do wartosci
100% wzbogacenia (p = 100), ap zmierzony efekt izotopowy dla zwigzku o wzbogaceniu
deuterem na poziomie p [29].
Metody syntez halogenowych pochodnych L-Tyr, znakowanych izotopami wodoru
w pierscieniu oraz tancuchu bocznym zostaly takze opisane w pracy przegladowej [H9], ktora
stanowi podsumowanie ponad 20 lat pracy naszego zespotu badawczego nad synteza zwigzkow
biologicznie aktywnych, znakowanych izotopami wegla i wodoru, niezbednych do
przeprowadzenia badan nad mechanizmami reakcji enzymatycznych metoda kinetycznych
1 rozpuszczalnikowych efektow izotopowych oraz omawia wyniki naszych badan na tle

literatury §wiatowe;j.

4.2.2. Metylowe pochodne L-Tyr znakowane deuterem w taricuchu bocznym lub pierscieniu

Opracowatam takze metody syntez izotopomerow metylowych pochodnych L-Tyr,
takich jak o-metylo-L-Tyr, N-metylo-L-Tyr oraz O-metylo-L-Tyr. a-Metylo-L-Tyr oraz N-
metylo-L-Tyr, podwdjnie znakowane deuterem w pozycji 2’ oraz 5’ pierScienia zostalty
zsyntezowane w wyniku wymiany izotopowej zachodzacej w $rodowisku kwasowym oraz
podwyzszonej temperaturze, z zastosowaniem ogrzewania klasycznego (rys. 4) i opisane
w pracy [H4], natomiast O-metylo-L-Tyr, znakowana deuterem w pozycji 2 tancucha
bocznego, zostata zsyntezowana poprzez enzymatyczng wymiang izotopowa, katalizowang
przez tryptofanaze (rys. 5). Metoda syntezy zostata opisana w pracy [H8]. W przypadku tego

substratu enzym rowniez przy$pieszal wymiang izotopowa poprzez labilizacj¢ atomu wodoru

W pozycji a.
R, R
-LCOOH 1
.
HN 120°C
~
HO R, HO “R,

D
1,2

1:R;=H, R,=CH;;2:R; =CHg, R, =H
Rys. 4. Schemat reakcji syntezy a-metylo-L-Tyr oraz N-metylo-1-Tyr, znakowanych

deuterem w pierécieniu.

13



COOH D
/©/\r tryptofanaza - -COOH
—_—_—
NH, D0 NH,

H3CO H,CO
Rys. 5. Schemat reakcji syntezy O-metylo-1.-Tyr, znakowanej deuterem w pozycji 2 tancucha
bocznego.
Miejsce oraz stopien podstawienia deuterem okreslitam na podstawie zmian integracji oraz
multipletowosci sygnaléow w widmach 'H NMR zwigzkéw niepodstawionych oraz

znakowanych.
4.2.3. Halogenopochodne tyraminy zrnakowane izotopami wodoru w taricuchu bocznym

Kolejng klasg zwigzkow, niezbgdnych do wyznaczenia efektow izotopowych w reakcji
katalizowanej przez monoaminooksydaze A, stanowity halogenowe pochodne tyraminy takie
jak 3’-fluoro-, 3°-chloro- oraz 3’-jodo-TA selektywnie znakowane izotopami wodoru w pozycji
(1R) lub (1S) tancucha bocznego. Metody syntezy tych zwigzkow zostaty opisane w pracy [H5].
W wyniku enzymatycznej dekarboksylacji halogenopochodnych 1-Tyr, katalizowanej przez
dekarboksylazg tyrozynowa (EC 4.1.1.25) otrzymalam izotopomery selektywnie znakowane
w pozycji (1R) (rys. 6). Dekarboksylacja zsyntezowanych wcze$niej [H1 oraz HZ2]
halogenowych pochodnych L-Tyr, znakowanych izotopami wodoru w pozycji 2 tancucha

bocznego pozwolita na zsyntezowanie izotopomerow halotyraminy znakowanych w pozycji

(1S) (rys. 7).

H dekarboksylaza
. ~COOH tyrozynowa
NH, D,O/HTO
HO
X
X=FCl,I zZz=D,T

Rys. 6. Schemat reakcji syntezy halogenowych pochodnych tyraminy, znakowanych

izotopami wodoru w pozycji (1R) fancucha bocznego.
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4 dekarboksylaza
- -COOH tyrozynowa
NH,
HO
X
X=FCl,I z=D,T

Rys. 7. Schemat reakcji syntezy halogenowych pochodnych tyraminy, znakowanych

izotopami wodoru w pozycji (1S) tancucha bocznego.

Wszystkie zaproponowane przeze mnie metody syntez pozwolily na otrzymanie
zwigzkow o duzej czystosci chemicznej i optycznej, a takze wysokim wzbogaceniu

izotopowym.

4.3. Kinetyczne i rozpuszczalnikowe efekty izotopowe w wybranych reakcjach szlaku
metabolicznego L-Tyr

Zsyntezowane przeze mnie izotopomery postuzyly mi jako substraty do
przeprowadzenia badan kinetycznych reakcji utlenienia L-Tyr do L-DOPY, katalizowanej
przez tyrozynazg, utlenienia tyraminy do aldehydu 4’-hydroksyfenylooctowego, katalizowanej
przez MAO A oraz oksydacyjnej deaminacji L-Tyr do  kwasu 4’-
hydroksyfenylopirogronowego, katalizowanej przez LAAO metoda KIE i SIE.

W celu wyznaczenia parametréw kinetycznych (Vmax I Km), niezbednych do obliczenia
wartosci efektow izotopowych w badanych reakcjach enzymatycznych, skorzystatam
z niekonkurencyjnej metody pomiardw spektrofotometrycznych, ktéora polega na
przeprowadzeniu niezaleznych pomiaréw ze zwigzkiem niepodstawionym oraz podstawionym
izotopem, badz z zastosowaniem medium reakcyjnego protonowanego lub deuterowanego.
W przypadku reakcji katalizowanych przez tyrozynaz¢ mierzylam wzrost absorbancji przy
dhugosci fali A=475 nm, ktory byl wynikiem wzrostu st¢zenia powstajacego podczas reakcji
dopachromu. W przypadku reakcji katalizowanych przez MAO A oraz LAAO wykorzystatam
reakcje nastepcza. Powstajacy podczas deaminacji nadtlenek wodoru reagowal z 4-
aminoantypiryng oraz kwasem 3-(N-etylo-3-metyloanilino)-2-hydroksypropanosulfonowym
w obecnosci peroksydazy, tworzac barwny zwigzek absorbujacy swiatlo o dtugosci fali A=570
nm. W kazdym przypadku wyznaczytam szybkosci poczatkowe dla szesciu rdéznych stezen
substratu, ktore pozwolily na wyznaczenie parametrow Vmax I Km na podstawie réwnania
Michaelisa-Mentena (2) z zastosowaniem programu Enzfitter 1.05. Nastgpnie, w wyniku

bezposredniego poroéwnania parametrow kinetycznych otrzymanych dla substratu
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nieznakowanego 1 znakowanego wyznaczytam wartosci KIE, natomiast poprzez porownanie
parametroOw kinetycznych reakcji badanych w $rodowisku protonowanym i deuterowanym
wyznaczytam wartosci SIE. Otrzymane warto$ci liczbowe poszczegdlnych efektow

izotopowych zostaly zebrane w tabelach 11 2.

Tabela 1. Wartosci KIE w badanych reakcjach enzymatycznych pochodnych L-Tyr

Enzym Substrat KIE dla Vmax KIE dla Vmax/Km
3’-fluoro-L-Tyr/
35 fluoro-[5-2H]-L-Tyr 1,34£0,10 1,65 0,10
= 3’-chloro-L-Tyr/
=] + +
Q 3’-chloro-[5°-?H]-L-Tyr 1,34£0,07 1,49+ 0,08
E a-metylo-L-Tyr/
N + + -3
S [3,5°-2H;]-a-metylo-L-Tyr, 146 0,11 1,37+ 1,7<10
N-metylo-L-Tyr/
[3°,5°-2H;]-N-metylo-L-Tyr 1,51 +5,18x10°% 1,62 + 4,08x107°
3’—fluoro-TA/
z 3’—fluoro-[(1R)-°H]-TA 1,65+ 0,07 1,25+ 0,05
> 3’—jodo-TA/
)C: 3’—jodo—[(1R)-2H]-TA 1,34 + 0,05 1,1£0,2
3 - o4 - _2 o
3’—jodo-TA/3’—jodo—[(1S)—*H]-TA 1,06+ 0,10 131 40,05
LAAO O-metylo-L-Tyr/O-metylo-[2-°H]-L
Tyr 1,24 £ 0,05 1,68 £0,08

Tabela 2. Wartosci SIE w badanych reakcjach enzymatycznych pochodnych L-Tyr

Enzym Substrat SIE dla Vmax SIE dla Vmaxd/Km
3’-fluoro-L-Tyr 2,93+£0,22 1,84+0,14
< )
3 3’-chloro-1-Tyr 1,70 £ 0,09 1,31 +0,06
<
8 a-metylo-L-Tyr
S 9,48 + 0,70 4,53 +0,30
N-metylo-L-Tyr 15,27 +0,82 4,30+0,15
= 37-jodo-TA 2.83+035 6.94+ 020
(@]
> 3’-fluoro-TA 3,03+ 0,30 233+0,10
LAAO O-metylo-L-Tyr 1,30+ 0,09 2.55+031

16



4.3.1. Halogenowe i metylowe pochodne L-Tyr w reakcji katalizowanej przez tyrozynaze

Tyrozynaza (EC 1.14.18.1) jest monooksygenaza, zawierajagcg w centrum aktywnym
jony miedzi. Enzym ten jest odpowiedzialny za syntez¢ melanin w organizmie zwierzat oraz
brazowienie grzybow, owocow 1 warzyw w obecnosci tlenu. Tyrozynaza katalizuje
hydroksylacje monofenoli do 0-difenoli, wykazujac aktywnos¢ krezolazowa, a takze utlenianie
powstalych difenoli do o0-chinonéw, wykazujac aktywno$¢ katalazowg. W szlaku
metabolicznym L-Tyr odpowiada za przeksztatcenie 1-Tyr do L-DOPY (rys. 1). W pierwszym
etapie reakcji nastepuje atak nukleofilowy grupy hydroksylowej na jon miedzi z jednoczesnym
przeniesieniem protonu z grupy hydroksylowej do mostku tlenowego oksytyrozynazy.

W drugim etapie nastgpuje elektrofilowy atak nadtlenku na pozycje C-3 w czasteczce L-Tyr
(rys. 8).

74 etap |
Nl/"‘cuz"'/c‘)\cuz'*"\\N — \
+ _

|
N N \ Ny, WN

oksytyrozynaza N

\
N,, N
/,,C 2+ 241
N/ “J\O/Cl‘J \N + - 74 \
N ‘ N OH S8
H

mettyrozynaza

Rys. 8. Proponowany mechanizm dziatania tyrozynazy.

W procesie hydroksylacji L-Tyr, utworzenie wigzania C-O jest sprzgzone
z rozerwaniem wigzania C-H w pozycji 3’, zachodzacym w etapie decydujacym o szybkoSci

badanego procesu. Wniosek ten zostal sformulowany na podstawie wartosci efektow

17



izotopowych (wiekszych badz bliskich 2) uzyskanych podczas naszych wczes$niejszych badan
[30]. W przypadku halogenowych pochodnych, uzyskatam nizsze wartosci KIE (tabela 1), co
zostalo opisane w pracy [H3]. Wyniki te jednoznacznie wskazuja, ze reakcja
z halogenopochodng przebiega wedlug innego mechanizmu niz z naturalnym substratem.
Halogenek, zwickszajac gestos¢ elektronows, utrudnia tworzenie wigzania C-O, cO sugeruje,
7e tworzenie tego wigzania jest etapem decydujacym o szybkosci procesu hydroksylacji
halogenopochodnych IL-Tyr w obecno$ci tyrozynazy. WartoSci KIE dla pochodnych
metylowych (tabela 1), opisane w pracy [H4], rowniez sg nizsze od warto$ci uzyskanych dla
L-Tyr, co sugeruje, ze w przypadku hydroksylacji a-metylo-L-Tyr oraz N-metylo-L-Tyr
rozerwanie wigzania C-H w pozycji 3’ nie jest etapem determinujacym szybkos¢ tego
procesu enzymatycznego. Uzyskane wartosci SIE, zaréwno dla halogenowych, jak i
metylowych pochodnych L-Tyr (tabela 2) potwierdzajg postulowany w literaturze udziat
czasteczek rozpuszczalnika w procesie przeniesienia protonu grupy hydroksylowej do mostka

tlenowego oksytyrozynazy [31].

4.3.2. Halogenowe pochodne tyraminy w reakcji katalizowanej przez MAO A
Monoaminooksydaza A (MAO A, EC 1.4.3.4) jest mitochondrialnym flawoenzymem,
katalizujacym dwuetapowg reakcje oksydacyjnej deaminacji amin biogennych. W pierwszym
etapie powstaje imina z jednoczesng redukcja O2 do H2O2, w drugim natomiast dochodzi do
nieenzymatycznej hydroksylacji iminy do odpowiedniego aldehydu. W literaturze postulowane
sa 4 mechanizmy, wedtug ktorych moze zachodzi¢ ta reakcja: polarny mechanizm nukleofilowy
zachodzacy w obecnosci wody lub bez jej udzialu, bezposrednie przeniesienie wodorku,

dwuetapowe przeniesienie wodorku oraz mechanizm rodnikowy (rys. 9) [32, 33].
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Rys. 9. Proponowane w literaturze mechanizmy dziatania enzymu MAO A: A) polarny
nukleofilowy, B) polarny nukleofilowy wspomagany przez czasteczki wody, C) bezposrednie

przeniesienie wodorku, D) dwuetapowe przeniesienie wodorku, E) mechanizm rodnikowy.

Pomimo wielu badan eksperymentalnych oraz symulacji komputerowych, poza
wykluczeniem mechanizmu rodnikowego, nie udato si¢ rozstrzygna¢, ktory z proponowanych
mechanizmow jest najbardziej prawdopodobny. Wyniki moich badan kinetycznych
opublikowane w pracy [H6] rzucily nowe Swiatlo na sposéb dzialania MAQO A. Otrzymane
warto$ci KIE (tabela 1) potwierdzaja, ze enzym ten powoduje stereospecyficzne oderwanie
atomu wodoru z pozycji (1R) aminy. Wyzsza wartos¢ KIE dla Vmax/Km, otrzymana dla
izotopomeru znakowanego w pozycji (1S) swiadczy o tym, ze atom wodoru w pozycji (1S)
uczestniczy w procesie wigzania substratu w centrum aktywnym enzymu. Warte podkreslenia
sa wyniki badan efektow rozpuszczalnikowych. Duze wartosci SIE (tabela 2) ujawniaja, ze
rozpuszczalnik odgrywa znaczaca rolg w procesie tworzenia kompleksu enzym-substrat.
Zjawisko to zostalo potwierdzone takze za pomoca badan krystalograficznych [34].
Zaobserwowano 7 czasteczek wody wypelniajacych przestrzen pomigdzy substratem
a resztami aminokwasow tworzacych wglebienie w centrum aktywnym enzymu. Dodatkowo,
czasteczka dinukleotydu flawino-adeninowego (FAD) oraz substrat tworzg wigzania wodorowe
z dwiema czasteczkami wody. Zaréwno dane krystalograficzne, jak i wyniki uzyskane
przeze mnie, wskazuja na mozliwos¢ przebiegu reakcji wedlug polarnego mechanizmu
nukleofilowego wspomaganego przez czasteczki wody, ktore dziataja jako nos$nik protonu
pomiedzy o-CH aminy a atomem N5 w czasteczce FAD. Czasteczki rozpuszczalnika moga
takze stanowi¢ akceptor protonu, co polaryzuje ugrupowanie aminowe 1 sprawia, ze grupa
aminowa staje si¢ efektywniejszym nukleofilem w ataku na pierscien FAD, co jest postulowane

w pracy Edmondsona i wsp. [35]. Wyzsze warto$ci KIE dla Vimax niz dla Vmax/Km wskazuja na
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mozliwos¢ zachodzenia zmian konformacyjnych w centrum aktywnym enzymu, co zwigzane
jest ze zmiang orientacji grup bocznych aminokwasdéw aromatycznych podczas wigzania

substratu.
4.3.3. Metylowe pochodne L-Tyr w reakcji katalizowanej przez LAAO

Oksydaza L-aminokwasowa (LAAO, EC 1.4.3.2) jest flawoenzymem katalizujagcym
dwuetapowa reakcj¢ przeksztatcania L-aminokwasow w o-ketokwasy. W pierwszym etapie
nastgpuje utlenienie substratu do a-iminokwasu z jednoczesna redukcja FAD do FADHo>.
Nastepnie o-iminokwas jest nieenzymatycznie przeksztalcany w o-ketokwas. Dodatkowo,
w obecnosci tlenu zachodzi utlenienie czasteczki FADH, do FAD, z jednoczesnym

uwolnieniem H202 (rys. 10).

/\/\ NH
m R COOH
H

“,,

S T

Rys. 10. Schemat reakcji katalizowanej przez LAAO.

LAAO uczestniczy w metabolizmie komodrek, ma dzialanie przeciwbakteryjne,
przeciwnowotworowe oraz przeciwwirusowe, za co odpowiada tworzacy si¢ podczas reakcji
nadtlenek wodoru. W organizmie cztowieka LAAO reguluje funkcje uktadu odpornosciowego
oraz indukuje apoptoz¢ komorek. W literaturze mozna znalez¢ doniesienia na temat
mechanizmu dziatania tego enzymu, jednakze tak jak w przypadku MAO A, informacje te s3
rozbiezne i wskazujg na mozliwos¢ zachodzenia procesu przeniesienia protonu jak i jonu
wodorkowego [36, 37] z pozycji aC aminokwasu do atomu N5 pierscienia FAD. Ze wzgledu
na to, ze zarowno polarny mechanizm nukleofilowy, jak i bezposrednie przeniesienie wodorku
generujg efekty izotopowe, nie ma mozliwosci rozroznienia tych dwoch mechanizmow na
podstawie otrzymany przeze mnie warto$ci KIE opisanych w pracy [H8]. Jednakze warto$ci
KIE wicgksze od jednosci (tabela 1) wskazuja na to, ze do rozerwania wigzania oC-H dochodzi
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w etapie decydujagcym o szybkoSci badanego procesu. Wyzsza wartos¢ KIE dla Vimax/Km
sugeruje, ze atom wodoru w pozycji a odgrywa rol¢ w procesie wigzania substratu w centrum
aktywnym enzymu. Réwniez wyzsza wartos¢ SIE dla Vmax/Km (tabela 2) wskazuje na udziat
rozpuszczalnika w tym procesie. Jest to zgodne z pracg Pawelek’a 1 wsp. [38] oraz Harris’a
1 wsp. [39] ktorzy na podstawie danych krystalograficznych wykazali, ze czasteczka wody
tworzy wigzanie wodorowe z atomem N5 pierScienia FAD. Ponadto rozpuszczalnik tworzy
wigzanie wodorowe z aminowa grupg boczng lizyny w domenie wigzacej substrat. Lizyna,
dziatajac jako zasada, zwicksza nukleofilowos¢ czasteczki wody w jej ataku na iminowy
produkt posredni reakcji katalizowanej przez LAAO. Rozpuszczalnik moze by¢ rowniez
zroédtem drugorzedowych efektéw izotopowych. W procesie dehydrogenacji ugrupowanie aC-
NH: jest przeksztalcane w aC=NHz" ze zmiang hybrydyzacji z sp® na sp?. W zwiazku z tym, ze
protony grupy aminowej -NHs" fatwo ulegajg wymianie na deuter w obecno$ci rozpuszczalnika
deuterowanego tworzac -ND3*, drugorzedowy efekt KIE zwigzany jest z rozerwaniem jednego
z wigzan oC-NDs".

Podsumowujac, wyniki uzyskane przeze mnie jednoznacznie wykazuja, ze
zarowno atom wodoru w pozycji o, jak i rozpuszczalnik odgrywaja kluczowa role

W procesie wigzania substratu w centrum aktywnym LAAO.

4.4. Wplyw pochodnych L-Tyr na aktywno$¢ wybranych enzyméw szlaku

metabolicznego

Niezwykle wazng cze$cig moich badan bylo okreslenia wplywu halogenowych oraz
metylowych pochodnych L-Tyr na kinetyke badanych reakcji enzymatycznych. W tym
celu skorzystatam z wykresu podwdjnych odwrotnosci Lineweavera - Burka, wykre§lonego na

podstawie rownania (4):

v = 1/Vmax + Km/(VmaX ' [S]) (4)

Przeciecie prostej z osig x wyznacza warto$¢ -1/Km, przeciecie z osig y warto$¢ 1/Vmax,
a nachylenie prostej okresla parametr Km/Vmax. W obecnosci inhibitorow o réznym stezeniu
otrzymuje si¢ uklad prostych, ktéry pozwala na okreslenie typu inhibicji. Je§li dany zwigzek
dziala jako inhibitor kompetycyjny, wowczas proste przecinajg si¢ na osi y, w miejscu 1/Vmax.
Dzialanie inhibitora niekompetycyjnego ujawnia si¢ w postaci prostych przecinajacych si¢ na
0si X, W miejscu -1/Km. Jesli badany zwigzek jest inhibitorem akopmetycyjnym, to otrzymuje
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si¢ uktad prostych rownolegtych do siebie, a dzialanie inhibitora mieszanego powoduje, ze
proste przecinaja si¢ w dowolnym miejscu wykresu, innym niz osie x lub y. State inhibicji
kompetycyjnej i niekompetycyjnej dla badanych zwiazkow wyznaczytam odpowiednio ze
wzoru (5) i (6)

Km - [1
K = ek (5)
! Vr’nax - [1
K] = Ymaex [ (6)

We wzorach tych K,,, oznacza statg Michaelisa, K, stalg Michaelisa w obecnosci inhibitora, [I]
stezenie inhibitora, V4, szybko$¢ maksymalng reakcji a V4, szybko$¢ maksymalng reakcji
w obecnosci inhibitora.

Zastosowanie tej metody graficznej pozwolilo mi ustalié¢, ze 3’-jodo-L-Tyr jest
mieszanym inhibitorem tyrozynazy (rys. 11). Wyniki badan zostaly opisane w publikacji
[H3]. Zwiazek ten wigze si¢ nie tylko z wolnym enzymem, lecz takze z kompleksem enzym-—
substrat. Wraz ze wzrostem stezenia inhibitora maleje szybko$¢ maksymalna reakcji
katalizowanej przez tyrozynaze oraz zmniejsza si¢ powinowactwo tego enzymu do substratu,
co ujawnia si¢ we wzroscie stalej Km (tabela 3). Stale inhibicji kompetycyjnej
i niekompetycyjnej, wyznaczone ze wzordw 5 i 6, wynosza odpowiednio K; = 5,6 MM oraz

Ki’ = 3,3 mM.

Tabela 3. Parametry kinetyczne w reakcji
hydroksylacji L-Tyr w obecnosci 3’-jodo-

L-Tyr jako inhibitora

1/ V (mM/min)?

Z . k Vmax Km
r T 0 T T 1 wlaze
6 7 . ) 4 6 (mM>xmin?) (mM)
% -0,0025 -
1/ [S] mM! L-Tyr 558 +3 0,24 + 0,02
L-Tyr/ ImM
. Cfepe e >_i0do-I1.- 397 + 33 0,28 + 0,05
Rys. 11. Okre$lenie typu inhibicji z SRR L
. . L-Tyr/ 2 mM
zastosowaniem  wykresu  Lineweavera- _ 359 + 13 0,32+ 0,03
. ] 3’-jodo-L-Tyr
Burka (stezenie 3’-jodo-L-Tyr: ¢ =0 mM,;
L-Tyr/ 3 mM
m=1mM; A=2mM; x=3 mM) 3*-jodo-L-Tyr 307+4 0,39+ 0,01
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Ustalilam takze, ze tyrozynaza ulega inhibicji pod wplywem O-metylo-L-Tyr.

Wyniki tych badan zostaly opisane w publikacji [H4]. Wraz ze wzrostem st¢zenia inhibitora

maleje zarowno szybko$¢ maksymalna reakcji, jak roéwniez stata Michaelisa (tabela 4), zatem

O-metylo-L-Tyr wykazuje typ inhibicji akompetycyjnej (rys. 12) wigzac si¢ z kompleksem

enzym-substrat w miejscu odrebnym od centrum aktywnego enzymu.

= 0,006

£

£ 0,005

S

€ 0,004

>

h 0,0 /

=]
N

4
1/[S] mm?

Rys. 12. Okreslenie typu inhibicji z
Lineweavera-
Burka (stezenie O-metylo-1-Tyr: ¢ = 0

mM; m=0,5mM; A=0,75 mM; x =1 mM)

zastosowaniem  wykresu

Tabela 4. Parametry kinetyczne w reakcji

hydroksylacji L-Tyr w obecnosci O-
metylo-L-Tyr jako inhibitora
Zwigzek U N |
(mMmin?) | (mM) | inhibicji
0,24
L-Tyr 558+3 + -
0,02
L-Tyr/
0,5 mM O- 0,19
metylo-1.- 359+9 + 35
Tyr 0,01
L-Tyr/
0.16
0.75mM | 34945 + 37
O-metylo-
0,01
L-Tyr
L-Tyr/
1 mM O-
0,15
metylo-1.- 313+2 1o 44
Tyr

Stata inhibicji dla O-metylo-L-Tyr wynosi 1,37 mM i zostala wyznaczona na podstawie

wykresu odwrotnos$ci szybkos$ci maksymalnej od st¢zenia inhibitora (rys. 13). Jest to warto$¢

znacznie mniejsza niz wyznaczona dla 3’-jodo-L-Tyr, zatem O-metylo-L-Tyr jest silniejszym

inhibitorem tyrozynazy.

0,0035

<
= 0,003
E N
E 0,0025

2
2 0,002
= 0,0

£

> 0,001
- 0,0005

fa}

154

-1,751,51,25 -1 -0,750,50,25 0 0,250,50,75 1 1,25

[S] O-metylo-L-Tyr mM
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stezenia inhibitora (0; 0,5; 0,75 i1 1 mM
O-metylo-L-Tyr) w reakcji hydroksylacji

L-Tyr katalizowanej przez tyrozynazg.



Zbadalam réwniez wplyw a-metylo-L-Tyr oraz N-metylo-L-Tyr na aktywnos$é
oksydazy L-aminokwasowej. Uzyskane wyniki zostaly opisane w pracy [H8]. Zwigzki te
wykazaty dziatanie inhibitujace wobec badanego enzymu. a-Metylo-L-Tyr dziala jako
inhibitor mieszany (rys. 14). Wraz ze wzrostem jej stezenia maleje szybko$¢ maksymalna
reakcji, a parametr Ky ros$nie (tabela 5) co oznacza, ze inhibitor zmniejsza powinowactwo
enzymu do substratu. a-Metylo-L-Tyr wiaze si¢ z wolnym enzymem i ,,nasladuje” dziatanie
inhibitora kompetycyjnego. State inhibicji kompetycyjnej i nickompetycyjnej dla tego zwigzku
wynoszg odpowiednio K;= 3,12 mM oraz K{= 5,69 mM.

— 0,25 Tabela 5. Parametry kinetyczne w reakcji
é 0.2 oksydacyjnej  deaminacji L-Tyr w
0,15
'HE o1 obecnosci a-metylo-L-Tyr jako inhibitora
£ }
E % Vmax
> - Km %
3 0 Zwigzek (molmin? .
_/4 20 2 4 6 8 10 E— (mM) | inhibicji
1/[S] mMm* 0,13
L-Tyr 22,68 + + -
0.20 0,01
Rys. 14. Okre$lenie typu inhibicji z LTyt
zastosowaniem  wykresu  Lineweavera- 1 mM a- 1840+ | 919
metylo-1.- 1’17 + 19
Burka (stezenie a-metylo-L-Tyr: ¢ = 0 mM; Tyr : 0,01
L-Tyr/
m=1mM; A=2mM; x =3 mM) 2ml\/>[/(x- 0,20
16,8+ 0,32 + 26
metylo-L-
0,01
Tyr
L-Tyr/
3 mM a- 15.84 + 0,24
metylo-1.- 043 + 30
Tyr ' 0,02

N-metylo-L-Tyr dziala jako inhibitor niekompetycyjny (rys. 15) ze stalg inhibicji
K{=7,96 mM i moze oddzialywa¢ zarébwno z wolnym enzymem, jak i z kompleksem enzym-—
substrat, nie zmieniajgc powinowactwa enzymu do substratu (parametr Km pozostaje
niezmieniony, tabela 6). Porownujac warto$ci statych inhibicji mozna stwierdzié, ze a-metylo-
L-Tyr jest silniejszym inhibitorem oksydazy IL-aminokwasowej. Wskazuja na to réwniez
warto$ci procentowej inhibicji (tabela 5 i 6), ktore sg mniejsze dla pochodnej N-metylowanej.

Dane krystalograficzne [38, 39] wykazaly, ze proces wigzania substratu w kanale
katalitycznym LAAO uwarunkowany jest oddziatywaniami elektrostatycznymi oraz

hydrofobowymi. W procesie tym znaczaca role odgrywa takze obecno$¢ wodoru w pozycji aC.
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Podczas wigzania substratu reszta aminokwasowa argininy tworzy wigzanie wodorowe z grupa
karboksylowg substratu, natomiast grupa boczna glicyny tworzy wigzanie wodorowe z grupa
aminowa substratu. Niezdolno$¢ N-metylo-L-Tyr oraz a-metylo-L-Tyr do wigzania sie¢
z czasteczkg enzymu w miejscu wigzania substratu potwierdza, ze oddzialywania

elektrostatyczne oraz wodor w pozycji aC sg kluczowe dla procesu wiazania ligandu.

= 0,16 Tabela 6. Parametry kinetyczne w reakcji
& 0,135 oksydacyjnej  deaminacji L-Tyr w
£ 0,11 x
£ 0,085 / obecnosci N-metylo-L-Tyr jako inhibitora
o
£ 0,0
> . Vmﬂ)f 1 Km %
~ Zwiazek (molmin P
Al I (mM) | inhibicji
0,01 MUbialka )
10 { 6 -4-00815 2 4 6 8 10 L-Tyr 22,68 + 0,13+ i
-0,04 0,20 0,01
1/[S] mMm! L-Tyr/
1 mM N-
19,58 + 0,13+
metylo-1.- 128 0,01 13
: . Tyr
Rys. 15. Okre$lenie typu inhibicji z L-Tyr/

. . 2 mM N- 18,20 + 0,13+
zastosowaniem  wykresu Lineweavera metylo-L- 053 001 20
Burka (stgzenie N-metylo-L-Tyr: ¢ =0 mM,; Tyr

L-Tyr/
m=1mM; A=2mM; x =3 mM 3 mM N-
retvio-L- 17,12 + 0,13+ 04
y 0,53 0,02
Tyr

Procent inhibicji okreslitam na podstawie wzoru: (%) = [(V1-V2)/V1] x 100, gdzie V1 to szybko$¢
reakcji z L-Tyr a V2 to szybkos¢ reakcji z odpowiednig metylowa pochodng L-Tyr.

Okreslitam rowniez aktywno$¢ enzymatyczng MAO A wobec halogenowych
pochodnych tyraminy, co zostalo opisane w pracy [H6]. 3’-Fluoro-TA oraz 3’-jodo-TA nie
wykazaly dziatania inhibitujacego wobec MAO A, jednakze aktywno$¢ enzymu wobec
halogenowych pochodnych TA byla znacznie mniejsza niz w przypadku zastosowania TA jako
substratu (tabela 7). Enzym ten wykazywal jedynie 11% swojej aktywnos$ci wobec
fluoropochodnej TA oraz 4% wobec jodopochodnej. Wzrastata natomiast warto$¢ stalej
Michaelisa co $wiadczy o tym, ze powinowactwo MAO A do halogenopochodnych TA jest
mniejsze niz do niepodstawionego substratu, zatem enzym ten znacznie mniej skutecznie

metabolizuje halogenopochodne TA. W zwiazku z tym, w przypadku nadmiernej podazy
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tego typu pochodnych, moze dochodzi¢ do akumulacji tych zwigzkéw w organizmie

czlowieka.

Tabela 7. Parametry kinetyczne w reakcji deaminacji TA oraz jej halogenopochodnych,
katalizowanej przez MAO A (procent aktywnos$ci zostat wyznaczony ze wzoru: (%) = 100 -

[(V1-V2)/V1] x 100, gdzie V1 to szybkos¢ reakcji z TA a V2 to szybkos¢ reakcji z odpowiednia

halogenopochodng.
Vmax Km aktywnos¢
Zwiazek
(umolmin*mgpiaka) (mM) enzymu (%)
TA 4200 £ 40 0,019 £0,001 100
3’—fluoro-TA 440 + 40 0,060 £+ 0,003 11
3’—jodo-TA 170+ 10 0,036 £ 0,002 4

Otrzymane warto$ci statych inhibicji dla przetestowanych zwiazkéw sa relatywnie
wysokie, osiggajace wartosci kilku milimoli. Radioznaczniki podawane s3 pacjentowi
w ilo$ciach mikro- badZ nanomolowych, poniewaz ich radioaktywnos$ci wlasciwe sa bardzo
wysokie, dochodzace do GBqg/umol. W zwigzku z tym, znakowane pochodne, omowione we
wstepie, nie powinny zaburzaé reakcji szlaku metabolicznego L-Tyr. Inaczej jest w przypadku
a-metylo-1-Tyr, ktora pod nazwg handlowa Metyrozyna jest lekiem stosowanym u chorych
z guzami uktadu neuroendokrynnego [40, 41], redukujacym objawy towarzyszace nadmiarowej
produkcji amin katecholowych (bole gltowy, podwyzszone cisnienie). Dobowa dawka
Metyrozyny wynosi 4 g, wiec we krwi moze osiggac stezenia przewyzszajace statg inhibicji,
a co za tym idzie, wplywa¢ hamujaco na reakcj¢ katalizowana przez oksydaze
L-aminokwasowa, szczegdlnie w przypadku przedawkowania tego leku. W zwiazku z tym, ze
enzymy z grupy LAAO uczestniczag w organizmie czlowieka w reakcjach immunologicznych
oraz mechanizmach obronnych, zahamowanie procesu katalizowanego przez LAAO moze
mie¢ negatywne skutki zdrowotne.

Zaobserwowanie efektu inhibitujacego w przypadku proces6w enzymatycznych
moze by¢ interesujace pod wzgledem wykorzystania inhibitoréw w réznych galeziach

przemyshu. Inhibitory enzyméw czesto wykorzystywane sa jako leki w chorobach
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metabolicznych badz neurodegeneracyjnych. Inhibitory MAO A znalazly zastosowanie jako
antydepresanty [42], zwigkszajac poziom amin katecholowych (w tym dopaminy) w mézgu
chorego. Inhibitory tyrozynazy stosuje si¢ w przemysle kosmetycznym jako $rodki
rozjasniajgce przebarwienia, ktére powstajg podczas nadmiernej melanogenezy, zwigzanej ze
wzmozong aktywnoscig tyrozynazy [43]. Ze wzgledu na to, ze wiele stosowanych inhibitorow
wykazuje niekorzystne dziatania uboczne, poszukiwane sg nowe zwigzki majace inhibitujacy
wplyw na enzymy szlaku metabolicznego L-Tyr. W zwigzku z tym, uzyskane przeze mnie
wyniki nad inhibitujagcym wplywem halogenowych i metylowych pochodnych L-Tyr
moga zapoczatkowa¢ badania nad wykorzystaniem tych zwiazkow jako potencjalnych
lekéw badz komponentow produktéw kosmetycznych.

Podsumowanie badan kinetycznych reakcji utlenienia 1L-Tyr do L-DOPY, katalizowanej
przez tyrozynazg, oksydacyjnej deaminacji L-Tyr do kwasu 4’-hydroksyfenylopirogronowego,
katalizowanej przez LAAO oraz utlenienia tyraminy do aldehydu 4’-hydroksyfenylooctowego,
katalizowanej przez MAO A, a takze wptywu halogenowych i metylowych pochodnych L-Tyr
na aktywno$¢ badanych enzymow stanowi praca przegladowa [H10], ktora miata na celu
przyblizenie szerszemu gronu odbiorcoOw jak wazng tematyka, Z punktu widzenia p6zniejszych
zastosowan medycznych, sg Kinetyczne i rozpuszczalnikowe efekty izotopowe jako skuteczne

narzedzie stosowane w badaniach mechanizmow reakcji enzymatycznych.

4.5. Podsumowanie
W przedstawionym powyzej cyklu publikacji zaprezentowatam rezultaty badan nad
synteza izotopomeréw halogenowych i metylowych pochodnych L-Tyr oraz ich
wykorzystaniem do badania mechanizmow wybranych reakcji enzymatycznych szlaku
metabolicznego L-Tyr metodg kinetycznych i rozpuszczalnikowych efektow izotopowych. Za
swoje najwigksze osiggni¢cia uwazam:
v’ opracowanie skutecznych metod syntezy, wydzielania i oczyszczania halogenowych oraz
metylowych pochodnych 1-Tyr, selektywnie znakowanych izotopami wodoru
w pierscieniu lub tancuchu bocznym, ktore nie byly wczesniej opisane w literaturze,
v wyznaczenie po raz pierwszy Kinetycznych i rozpuszczalnikowych efektow izotopowych
w reakcji przemiany halogenowych pochodnych L-Tyr, katalizowanej przez tyrozynaze,
ktorych wyniki przyczynity si¢ do wyjasnienia mechanizmu dziatania tego enzymu oraz

wykazanie, ze 3°-jodo-L-Tyr jest mieszanym inhibitorem tyrozynazy,
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v’ wyznaczenie efektow izotopowych w reakcji przemiany metylowych pochodnych T-Tyr,
katalizowanej przez tyrozynaze, ktorych wyniki potwierdzaja uzyskane dla halogenowych
pochodnych wnioski dotyczace mechanizmu dziatania tego enzymu, oraz wykazanie, ze
O-metylo-L-Tyr jest akompetycyjnym inhibitorem tyrozynazy, co nie bylo opisane
wczesniej w literaturze,

v potwierdzenie jednego z czterech postulowanych w literaturze mechanizméw dziatania
MAO A poprzez wyznaczenie efektow izotopowych w reakcji deaminacji halogenowych
pochodnych tyraminy,

v/ wyznaczenie po raz pierwszy efektow izotopowych w reakcji przemiany metylowych
pochodnych L-Tyr, katalizowanej przez oksydaz¢ L-aminokwasowa, ktorych wyniki
jednoznacznie wskazuja, ze woddr w pozycji aC oraz rozpuszczalnik odgrywaja istotng role
W procesie wigzania substratu oraz wykazanie, ze N-metylo-L-Tyr jest niekompetycyjnym,
a a-metylo-L-Tyr jest mieszanym inhibitorem oksydazy 1.-aminokwasowej,

v' wykazanie, ze powinowactwo enzymow szlaku metabolicznego L-Tyr zmniejsza si¢
wzgledem substratow zawierajacych podstawnik halogenowy badZz metylowy, co moze
prowadzi¢ do nadmiernej akumulacji halogenowych badz metylowych pochodnych L-Tyr
W organizmie.

Gtowny cel badan zostal osiagnigty. Ponad wszelka watpliwos¢ wykazalam, ze
wprowadzenie dodatkowego podstawnika do czasteczki L-tyrozyny wpltywa negatywnie na
wybrane przeze mnie reakcje szlaku metabolicznego tego aminokwasu. Wnioski plynace
z moich badan mogg stanowi¢ wytyczne dla osob stosujgcych znakowane halogenowe oraz
metylowe pochodne L-tyrozyny w diagnostyce medycznej. Planujac syntezy nowych
pochodnych L-Tyr, o potencjalnym zastosowaniu do obrazowania PET oraz SPECT, nalezy
sprawdzi¢, czy nie beda one wptywaly negatywnie na przemiany metaboliczne w organizmie

chorego.
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5. Informacja o wykazaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowg albo artystyczna
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegolnosci zagranicznej

Wspotczesna strategia rozwoju nauki wymaga wielodyscyplinarno$ci nurtow
badawczych, dlatego tez w 2009 roku nawigzatam wspotprace naukowq z Zaktadem Biochemii
I Wydziatu Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Kooperacja ta miala
shuzy¢ wymianie informacji oraz do$wiadczen, rozwijaniu umiejetno$ci badawczych
1 naukowych pracownikéw obu wydziatéw, a takze realizacji wspolnych przedsigwzigé

badawczych. Ze wzgledu na to, ze moje prace s3g ukierunkowane na procesy zwigzane
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z diagnostyka medyczng, wspotpraca z WUM wydawala mi si¢ jak najbardzie; wskazana.
Wymiana mys$li naukowej pozwolita na okreslenie, ktore procesy zachodzace w organizmie
cztowieka sa szczego6lnie wrazliwe na zaburzenia, prowadzace do wystepowania objawow
Klinicznych. Dzigki wspélpracy mozliwa byta realizacja badan nad synteza zwigzkéw
biologicznie aktywnych znakowanych izotopowo oraz badaniem ich wplywu na procesy
biologiczne zachodzace w organizmie czlowieka z wykorzystaniem infrastruktury badawczej
Wydziatu Chemii UW oraz II Wydziatu Lekarskiego WUM. W wyniku wspotpracy powstato
7 prac naukowych dotyczacych syntezy zwigzkéw znakowanych oraz ich wykorzystania do
badania mechanizmow reakcji enzymatycznych, z ktérych 6 wchodzi do dorobku
habilitacyjnego. Otrzymane przeze mnie wyniki badan nad mechanizmami reakcji
enzymatycznych pozwolg na zaprojektowanie celowanej terapii chordob zwigzanych
z zaburzonym metabolizmem L-tyrozyny w oparciu 0 konkretny model dzialania enzymow
szlaku metabolicznego tego aminokwasu i racjonalne projektowanie przyszitych lekow.
Aktualnie wspotpraca ma charakter gtownie merytoryczny.

W ostatnim czasie podjetam réwniez wspoOlprace z Katedra Technologii Lekow
i Biotechnologii Farmaceutycznej na Wydziale Farmaceutycznym WUM. Celem prac
badawczych naszego zespotu jest opracowanie nowego typu matryc, opartych na porowatym
weglu przewodzacym (PWP) pokrytych odpowiednimi czynnikami aktywnymi, takimi jak
immobilizowane enzymy czy komorki. Zaproponowane przez nas reaktory biochemiczne, czy
to bedace sktadnikiem ogniw przeplywowych, czy uzyte w celu metabolizowania zwigzkow
chemicznych, zyskuja nowe mozliwosci zastosowan. Dotychczasowe badania wskazuja na
mozliwo$¢ zastosowania matryc w postaci paneli, o zadanym 1 niezmiennym ksztalcie
w ogniwach przeptywowych, gdzie beda stanowi¢ elektrodg oraz w systemach przeptywowych
transformacji katalitycznej i biokatalitycznej zar6wno w syntezie, jak i metabolizmie lekow
w $ciekach. Wytworzony przez nas materiat elektrodowy oparty na PWP z immobilizowanym
enzymem moze przyczynic si¢ rowniez do rozwoju technologii bioogniw paliwowych.

W 2017 roku, rownolegle z wykonywaniem badan do habilitacji, podjetam prace
w grupie prof. dr. hab. Andrzeja Czerwinskiego w Pracowni Elektrochemicznych Zrédet
Energii (PEZE), gdzie zajgtam si¢ pionierska tematyka wykorzystania cieczy jonowych
w bateriach wodorkowych. Moje doswiadczenie w chemii organicznej, oraz znajomos¢
tematyki dotyczacej cieczy jonowych, pozwolilo zaoferowa¢ nowe podejscie do zagadnien
elektrochemicznych. Wymagato to ode mnie zapoznania si¢ z problemami elektrochemicznymi
oraz z technikami pomiarowymi, ktorych do tej pory nie stosowatam w swojej pracy badawczej.

W zwigzku z tym, w 2019 roku odbytam staz naukowy w Instytucie Inzynierii Materialow
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Wydziatu Nauk Scistych i Technicznych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, gdzie
zapoznatam si¢ z niestosowanymi w PEZE zaawansowanymi metodami pomiaru lokalnego
napigcia kontaktowego sonda Kelvina oraz lokalng elektrochemiczng spektroskopia
impedancyjng, ktore zamierzam wykorzystywa¢ w dalszej pracy badawczej wykonujac
pomiary korozyjne materiatow elektrodowych stosowanych w ogniwach wodorkowych.
Ponadto, w Instytucie Inzynierii Materiatow US zostata przeprowadzona czesé badan
korozyjnych stopéw palladu z innymi metalami szlachetnymi, ktére kontynuowane dalej byty
na Wydziale Chemii UW. Obecnie, na podstawie uzyskanych wynikow, przygotowywany jest
manuskrypt, ktory zostanie wystany do specjalnego wydania czasopisma Materials.
Zapoczatkowana wspotpraca jest kontynuowana i bedzie rozwijana w najblizszej przysztosci
poprzez realizacje wspolnych projektow badawczych.

Kolejnym aspektem mojej dziatalnos$ci naukowej jest praca w ramach grupy badawczej
Radiochemia dla Medycyny i1 Przemystu. Gléwnym celem dziatalnosci sa prace w zakresie
opracowania metod syntezy 1 znakowania zwigzkow  biologicznie  czynnych
wykorzystywanych w technikach PET i SPECT oraz weryfikacja ich oddziatywania w uktadzie
in-vivo z wykorzystaniem modeli zwierzecych. Nasza grupa posiada nowoczesny sprzgt, co
umozliwia prowadzenie badan na $wiatowym poziomie w dziedzinie obrazowania
molekularnego oraz syntezy zwigzkéw znakowanych radioizotopowo. Moje doswiadczenie
w radiochemicznej syntezie organicznej oraz biosyntezie pozwala planowaé badania nad
otrzymywaniem nowych farmaceutykow o potencjalnym wykorzystaniu w medycynie
nuklearnej. Jednoczes$nie zamierzam kontynuowa¢ swoja tematyke habilitacyjng poprzez
opracowanie szybkiej syntezy jednego z badanych przez mnie zwigzkow w celu wprowadzenia
promieniotworczego znacznika np. 'C, dzieki czemu bedzie mozna $ledzi¢ jego metabolizm
w organizmie z zastosowaniem techniki PET. Ponadto, zamierzam opracowa¢ nowe metody
syntez zwigzkow biologicznie aktywnych z zastosowaniem cieczy jonowych jako srodowiska
reakcyjnego. Udowodniono, ze zastgpienie tradycyjnego rozpuszczalnika znacznie przyspiesza
oraz podnosi wydajnos¢ reakcji, a takze pozwala na otrzymanie zwigzkéw o okreSlonej
czystosci optycznej, co jest niezwykle wazne w przypadku syntez radiofarmaceutykow.
Dodatkowo, ciecze jonowe moga zastapi¢ konwencjonalny rozpuszczalnik w przebiegu reakcji
z wykorzystaniem enzymow, pozwalajac wyeliminowac dzialanie toksyczne rozpuszczalnikow
organicznych.

Aktualnie prowadze wielodyscyplinarne badania, ktorych wyniki moga mieé

zastosowanie W roéznych dziedzinach nauki, w tym medycynie czy przemysle.
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6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke

Juz jako doktorantka wykazywatam si¢ aktywnos$cig dydaktyczng. Prowadzitlam zajecia
laboratoryjne z Chemii Organicznej I dla studentow Migdzywydziatowych Studiéw Ochrony
Srodowiska oraz zajecia z Biochemii dla studentéw Wydzialu Chemii. Sprawowatam takze
opieke nad 3 pracami magisterskimi. Po zatrudnieniu na Wydziale Chemii UW w latach 2009-
2017, prowadzitam zajecia na Pracowni i Laboratorium z Biochemii dla studentow I roku
studiow II stopnia oraz Laboratorium Specjalizacyjnym w Zaktadzie Dydaktycznym Chemii
Organicznej. Obecnie prowadze zaj¢cia z Chemii Fizycznej dla studentow Wydzialu Chemii.
Dodatkowo, w latach akademickich 2009/2010-2016/2017 sprawowatam opieke nad 3 pracami

magisterskimi, kierowalam 5 pracami magisterskimi oraz 11 pracami licencjackimi.

Aktywnie uczestniczytam takze w upowszechnianiu nauki. W latach 2009-2016 petnitam

funkcje Koordynatora Pikniku Naukowego Polskiego Radia i Centrum Nauki Kopernik.

Prowadzilam takze:

e Zajecia laboratoryjne z uzdolniong mtodzieza z Krajowego Funduszu na Rzecz Dzieci (lata
2009 -2016)
e Zajecia laboratoryjne na Forum Miodych Chemikéw w 2014 roku

e Zajecia laboratoryjne z uzdolniong miodzieza w ramach III etapu Uniwersytetu Mtodego
Chemika (rok akademicki 2019/2020)

e Warsztaty fizyko-chemiczne z Manufakturg Naukowcow w 2020 roku
Moja dziatalno$¢ organizacyjna obejmowata:

e pomoc podczas organizacji 50 Zjazdu Absolwentoéw UW oraz uroczystosci obchodow 200-
lecia chemii uniwersyteckiej w Warszawie

e organizacje czeSci pokazow w ramach Festiwalu Nauki

e pehienie funkcji cztonka Kolegium Elektorow Wydzialu Chemii w kadencji 2016-2020

e o0d 2014 roku petienie funkcji protokolantki obron doktorskich
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7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej

Jak wspomnialam w punkcie 5, w 2017 roku podjetam prace badawcze nad
zastosowaniem cieczy jonowych w bateriach wodorkowych, ktére prowadzitam réwnolegle
z praca habilitacyjng. Moje doswiadczenie w pracy chemika-syntetyka pozwolitlo na
zaplanowanie pozniejszych syntez cieczy jonowych, ktore nie sg dostgpne handlowo oraz dobér
cieczy jonowej o najbardziej korzystnej budowie przestrzennej do zastosowan w pomiarach
elektrosorpcji wodoru. Jest to niezwykle wazny temat z punktu widzenia mozliwych
zastosowan aplikacyjnych. Ukladem modelowym dla baterii wodorkowych jest uktad pallad-
wodor, a badanie sorpcji i desorpcji wodoru z palladu przyczynia si¢ do poznania procesow
zachodzacych podczas ladowania i roztadowywania ogniw wodorkowych, w ktérych sa
stosowane stopy metali przejsciowych jako elektroda ujemna (anoda). Elektrode dodatnig
stanowi uklad redoks oksywodorotlenek niklu/wodorotlenek niklu (NiOOH/Ni(OH)2).W
bateriach wodorkowych elektrolit stanowi st¢zony roztwoér wodorotlenku potasu, ktory jest
elektrolitem powodujacym korozj¢ metali. Zastosowanie cieczy jonowej jako elektrolitu moze
ochroni¢ powierzchni¢ metalu przed korozja. Pozwoli jednoczesnie na zastosowanie innego
uktadu redoks jako elektrody dodatniej. Uzyskane przeze mnie wyniki badan nad elektrosorpcja
wodoru z cieczy jonowych zostaly opublikowane w 3 bardzo dobrych czasopismach
elektrochemicznych (J. Electroanal. Chem., Electrochim. Acta, Electrochem. Commun.).

Ciecze jonowe coraz czesciej sa rowniez stosowane jako rozpuszczalniki w ogniwach
litowo-jonowych, co prowadzi do poprawy parametréw ich pracy oraz obnizenia kosztow ich
otrzymywania. Takie prace nad uktadami Li/ciecz jonowa/ katoda, ktére bylyby prowadzone
wspoélnie z grupa zajmujaca si¢ ogniwami litowymi, zamierzam podja¢ w niedalekiej
przysziosci. Celem tych badan byloby wytworzenie nielotnych i niepalnych elektrolitow
ciektych z ciecza jonowa lub ich mieszaning oraz rozpuszczong solg nieorganiczng do ich
zastosowania w wysokoenergetycznych akumulatorach energii jakimi sag m.in. ogniwa litowo-
jonowe. Otrzymany elektrolit zastapitby obecnie stosowane skladajace si¢ z palnych
i drozszych rozpuszczalnikéw organicznych. Zwigkszyloby to m. in. bezpieczenstwo
uzytkowania baterii litowo—jonowych. Tego typu uklady ciesza si¢ coraz wigkszym
zainteresowaniem srodowiska naukowego.

Ta niezwykle interesujagca tematyka badawcza moze w przysziosci zaowocowaé
oryginalnymi osiagni¢ciami projektowymi, konstrukcyjnymi badz technologicznymi oraz
stanowi¢ podstawg zgloszenia patentowego.

ok porck g
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