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Recenzja
Procedura habilitacyjna dr Maigorzaty Pajak
Tytut osiggniecia
»Synteza znakowanej L-tyrozyny i jej pochodnych oraz badanie ich enzymatycznych przemian
metodami kinetycznych i rozpuszczalnikowych efektéw izotopowych”

Przebieg kariery zawodowej habilitanta

Habilitantka uzyskata tytut magistra chemii na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego w roku
2004 bronigc prace pt. ,Synteza ureidowego mimetyku peptydu”. Nastepnie kontynuowata swoje
studia pozostajgc na tym samym Wydziale i w 2008 roku obronita rozprawe doktorska pt. ,,Badanie
enzymatycznych reakcji L-DOPY i jej pochodnych metodami izotopowymi” pod kierownictwem pani
prof. dr hab. Marianny Kanskiej, specjalistki w dziedzinie chemii organicznej zwigzkdéw znakowanych
izotopowo oraz badan enzymatycznych przemian aminokwaséw metodamiizotopowymi. Wydaje sie,
ze doktorat ten miat kluczowy wptyw na uksztattowanie zainteresowan habilitantki, gdyz
przedstawiony do oceny cykl habilitacyjny do niego nawigzuje. Po doktoracie dr Pajgk objeta posade
adiunkta w pracowni Chemii Biomolekut Zaktadu Chemii Organicznej na Wydziale Chemii,
Uniwersytetu Warszawskiego, gdzie pracowata do marca 2017 a nastepnie do wrzesnia 2018 w
Pracowni Elektrochemicznych Zrédet Energii w Zaktadzie Chemii Fizycznej i Radiochemii na tym
samym Wydziale. W tym okresie byta wykonawcg w projekcie Horyzont 2020, gdzie zajmowata sie
opracowywaniem kompozytowych elektrolitdbw na bazie rozpuszczalnikdébw organicznych do
zastosowan w bateriach litowo-jonowych. W kolejnych latach, az do stycznia 2021, pracowata w
projekcie Techmatstrateg, poswieconym podobnym zagadnieniom, jednakie na stanowisku
specjalisty badawczo-technicznego a nie adiunkta. Réwnolegle, od pazdziernika 2020 podjeta prace
na stanowisku adiunkta w Pracowni Elektrochemicznych Zrédet Energii, Zaktadu Chemii Fizycznej i

Radiochemii na Wydziat Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, gdzie pracuje do dzis.

Przedstawiony zyciorys naukowy jasno wykazuje brak mobilnosci habilitantki w ciggu ostatnich 15 lat
pracy badawczej. Cato$¢ kariery naukowej (poczynajac od studiow magisterskich) odbyta sie w
ramach jednego Wydziatu UW. Brak rowniez jakiejkolwiek informacji na temat wspotpracy z grupami
zagranicznymi, informacji o nawet krétkich wizytach studyjnych w innych osrodkach zagranicznych (i

to pomimo uczestnictwa w realizacji projektu H2020, w ktédrym konsorcjum zawierato zespoty z
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Wielkiej Brytanii, Francji, Niemiec i Austrii). Habilitantka odbyta w swojej karierze jedynie 10 dniowy
staz w Instytucie Inzynierii Materiatéw na Wydziat Nauk Scistych i Technicznych Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach. Nalezy jednak zaznaczyé, ze habilitantka nawigzata owocna wspétprace z
Warszawskim Uniwersytetem Medycznym, w wyniku ktérej to wspodtpracy powstato 7 prac
naukowych, z ktérych 6 stanowi element cyklu habilitacyjnego. Jednakze reprezentantem grupy na
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym wydaje sie by¢ prof. Marianna Kanska, byta mistrzyni
habilitantki. Czy wiec byta to faktyczna nowa wspétpraca z inng jednostka czy tylko dziatalnos¢ w
ramach grupy dziatajgcej na pograniczu UW i WUM pozostaje dla mnie jako recenzenta sprawa
niejasna. W autoreferacie brak informacji co do personaliéw oséb wspoétpracujacych z habilitantka.
Tymczasem wspdtpraca ta jest niezwykle istotna w konteks$cie wypetnienia wymaganych kryteriéw

postepowania habilitacyjnego.

Informacja o obowiazujacych przepisach prawa na dziehn wszczecia ocenianego postepowania

habilitacyjnego, w tym obowigzujacych kryteriach oceny

Na dzien wszczecia postepowania habilitacyjnego (wniosek z dnia 22.01.2021) w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauk chemicznych obowigzujgcymi przepisami prawa w
kwestii postepowania habilitacyjnego sg zapisy ustawy z lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce”) (Dz. U. 1668 z pdzn. zm), rozporzgdzenie Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia
7 listopada 2018 r. w sprawie sporzadzania wykazow wydawnictw monografii naukowych oraz
czasopism naukowych i recenzowanych materiatéw z konferencji miedzynarodowych (na podstawie
art. 267 ust. 2 pkt 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
poz. 1668 i 2024) oraz ,,Regulamin przeprowadzania postepowan w sprawie nadania stopnia doktora

habilitowanego” w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie.

Warunkiem uzyskania stopnia doktora habilitowanego przez habilitanta jest posiadanie stopnia
doktora oraz dorobku naukowego stanowigcego znaczacy wktad w rozwdj dyscypliny nauk
chemicznych oraz wykazanie sie istotng aktywnoscia naukowg realizowang w wiecej niz jednej

uczelni lub instytucji naukowej, w szczegdlnosci zagraniczne;j.
Przedstawienie informacji o osiggnieciu naukowym

Przedstawione osiagniecie habilitacyjne zatytutowane ,Synteza znakowanej L-tyrozyny i jej
pochodnych oraz badanie ich enzymatycznych przemian metodami kinetycznych i
rozpuszczalnikowych efektéw izotopowych” jest cyklem 8 prac oryginalnych i 2 przeglagdowych
opublikowanych w latach 2014-2020. Cykl zostat opublikowany w czasopismach specjalistycznych o
$rednim lub niskim rankingu w dyscyplinie nauki chemiczne: H2 — Q4 (IF5: 1.5), H3, H7, H9 — Q4 (IF5:
1.28), H4 - Q3 (IF5:1.72), H5 - Q3 (IF5:1.5), H6 i H8 — Q3 (IF5: 3.17), H10 — Q4 (IF5:0.4). Pierwsza praca

zostata opublikowana w czasopismie spoza listy JCR (H1 J Chem Chem Eng — 8 pkt ministerialnych),
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za$ ostatnia przeglagddéwka zostata opublikowana po polsku w Przemysle Chemicznym. Osobiscie mam
watpliwosci czy publikacje po polsku lub w czasopiSmie spoza uznanego kanonu czasopism
naukowych, sg w stanie wywrzec ,,znaczacy wptyw” na dyscypline nauk chemicznych. W zbiorze tym
wyrozniajg sie publikacje w J. Biochem., ktore na liscie MEIN otrzymaty 100 pkt oraz Appl. Radiat.
Isotop., 70 pkt MEiN. Poza tym wszystkie pozostate publikacje majg tylko 40 pkt MEiIN. Rozumiem, ze
prace H1 dotgczono do cyklu ze wzgledu na wstepny charakter opublikowanych tam syntez, ale niski
ranking czasopisma oraz jego nieobecnos$é, mimo uptywu 7 lat, na liscie JCR nie gwarantuje niestety,
ze proces oceny recenzenckiej zostat przeprowadzony na odpowiednim poziomie. Z drugiej strony,
na uwage zastuguje fakt, ze habilitantka cztery prace napisata sama a w potowie prac z cyklu jest

pierwszym i korespondencyjnym autorem, co podkresla samodzielno$¢ naukowa habilitantki.

Analiza oswiadczen wykazuje, ze wspoétautorki, pani dr Elzbieta Winnicka i pani dr Katarzyna Patka
byty zaangazowane w synteze niektorych zwigzkéw oraz opis ich syntezy, a prof. dr hab. Marianna
Kanska jedynie w korekte jezykowa manuskryptéw oraz dyskusje uzyskanych wynikéw. Co wazne
pani profesor podkresla, ze przedstawiony cykl, chociaz tematycznie podobny do badan
prowadzonych przez jej grupe, powstat w wyniku realizacji autorskich badan habilitantki. Tak wiec,
mylne jest wrazenie, ze cykl habilitacyjny nie jest odrebny w zakresie celéw i tematyki od prac
prowadzonych przez habilitantke podczas pracy doktorskiej realizowanej pod kierownictwem prof.
Kanskiej. Habilitantka niewatpliwie kontynuuje badania swojej promotor korzystajgc z

wypracowanej w grupie metodologii jednak w stosunku do wtasnej tematyki badawcze;j.

Oprécz przedstawionego do oceny dorobku dr Pajgk po doktoracie opublikowata 10 publikacji z listy
JCR dotyczacych zaréwno badan izotopowo podstawionych zwigzkdéw jak i cieczy jonowych oraz
uktadéw elektrochemicznych. Osiggniecia habilitantki byty prezentowane réwniez na bardzo
nielicznych konferencjach — 5 wystgpien ustnych, w tym osobiste tylko na konferencjach krajowych.
Wyniki prac byty przedstawiane zazwyczaj w postaci posterow (2 razy na konferencjach
zagranicznych i 13 na konferencjach krajowych jednak w spisie dorobku nie podano informacji
bibliograficznych je potwierdzajacych). W celu wtasciwej oceny dorobku istotne bytoby
uzupetnienie informacji dotyczacych aktywnosci konferencyjnej habilitantki i tematyki

prezentowanych posteréw.

Analiza informacji dotyczgcych realizowanych grantéw wykazata, ze habilitantka byfta gtdwnie
wykonawcg szeregu projektéw naukowych. Niestety nie kierowata zadnym witasnym projektem
grantowym finansowanym z zewnetrznej agencji grantowej. Swoje badana finansowata prawie
wyfacznie za pomocy wewnetrznych grantdw uczelnianych, ktorych byta kierownikiem. Na plus
nalezy zapisac jednak fakt uzyskania z NCN finansowania dziatania naukowego w ramach programu
Miniatura, ktore to umozliwito sfinansowanie cze$é¢ badan habilitacyjnych poswieconych
metylowym pochodnym L-tyrozyny i oksydazie L-aminokwasowej (LAAO). Obawiam sie, ze brak
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doswiadczenia w kierowaniu projektami bedzie w przysztosci utrudnia¢ pozyskanie kolejnych

grantéw z NCN czy NCBIR a przez to uzyskiwanie finansowania w dalszej pracy badawcze;j.

W dorobku habilitantki zawraca uwage duza aktywnos¢ dydaktyczna, opieka nad pracami
studenckimi (magisterskimi i licencjackim) oraz dziatalnos¢ popularyzatorska w ramach Piknikow
Naukowych, Forum Mtodych Chemikdw, Uniwersytetu Mfodego Chemika itp. Habilitantka stara sie
propagowac¢ wiedze chemiczng ws$rdéd studentdw i ucznidw oraz szeroko rozumianego
spoteczeAstwa, co zastuguje zdecydowanie na docenienie. Dziatalno$¢ ta jednak nie dotyczy
popularyzacji wynikdow osiggniecia naukowego (np. poprzez artykuty popularno-naukowe czy media

spotecznosciowe).
Ocena cyklu habilitacyjnego

Przedstawione w dysertacji habilitacyjnej osiggniecie w catosci ukierunkowane jest na poznanie
konsekwencji metabolicznych wprowadzania metylowych i halogenowych podstawnikéw L-tyrozyny
w oparciu o reakcje z tyrozynazg, monoaminooksydazg A oraz oksydazg L-aminokwasowg, ze wzgledu
na potrzebe oceny toksycznosci radiofarmaceutycznych pochodnych L-tyrozyn. Dodatkowo celem
dysertacji byto dalsze zgtebianie mechanizmoéw reakcji katalizowanych przez te enzymy. Gtéwna
technika badawczg, jaka zostata zastosowana w pracach wchodzgcych do cyklu, byty pomiary
kinetyczne aktywnos$ci enzymatycznej z zastosowaniem izotopowo-podstawionych substratow
(wyznaczanie KIE) badz izotopowo znakowanych rozpuszczalnikéw (SIE) a takze pomiary inhibicji
badanych enzymdw (mechanizm inhibicji). Nie nalezy tez zapominac o waznym aspekcie pracy jakim
byta synteza regioselektywnie a czasem enancjoselektywnie podstawionych deuterem lub trytem
pochodnych L-tyrozyny. Czes¢ ta zostata w omdwieniu uznana przez habilitantke za szczegdlnie
istotng i trudno sie z tg teza nie zgodzié, gdyz stanowi zardwno baze do badan kinetycznych jak i

osiggniecie samo w sobie.

W ramach osiggniecia w pracy H1 opracowano metode wymiany izotopowej w pozycji 2 dla 3’-F-i 3’-
Cl-L-Tyr z wykorzystaniem PLP zaleznej tryptofanazy. W pracy H2 wykorzystano te samg reakcje do
zsyntezowania pochodnych o-trytowych oraz odwrotng reakcje katalizowang przez amoniakoliaze
L-fenyloalaninowg do otrzymania B-podstawionych pochodnych deuterowych i trytowych. W pracy
H5 zsyntetyzowano szereg podstawionych deuterem i trytem halogenowanych pochodnych tyraminy
w konfiguracji R wykorzystujac zachowujacg konfiguracje przy weglu o reakcje dekarboksylacji
katalizowanej przez dekarboksylaze tyrozynowgq zas izomery S poprzez dekarboksylacje zwigzkéw

podstawionych uprzednig metodg trypofanazows.

Inng grupg zwigzkéw byly pochodne 3’-halogenowe podstawione w pozycji 2’ pierscienia

aromatycznego. W tym celu habilitantka zastosowata w pracy H3 metody wymiany izotopowej
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katalizowanej kwasem opracowang wczesniej w zespole prof. Kaniskiej przy udziale habilitantki. W
pracy H7 rozwineta te metode poprzez zastosowanie mikrofal. W ten sposéb uzyskata

regioselektywnie podstawione pochodne 3’-F,2’-D, 3’-Cl,2’-D oraz 3’-1,2’,5’-D pochodne tyrozyny.

Na koniec nalezy wspomnie¢ o ostatniej klasie zwigzkdéw, czyli pochodnych a- i N-metylo-L-Tyr
znakowanych w pierscieniu w pozycji 2" i 5’ (zsyntetyzowanych metodg termiczng — praca H4) oraz
pochodng 3’-metoksy-L-tyrozyny podstawiong w pozycji o-D zsyntetyzowang metoda
tryptofanazowg (praca H8). Nalezy podkresli¢, ze habilitantka jest ewidentnie biegta w klasycznej
syntezie organicznej jak i reakcjach wykorzystujacych biokatalizatory. Jest to wcigz bardzo rzadkie

potaczenie umiejetnosci, ktore zastuguje na szczegolne docenienie.

Z pewnoscig przedstawienie w dysertacji chemo- i enzymatycznych narzedzi do regio- i enancjo-
selektywnego znakowania izotopowego pochodnych tyrozyny jest istotnym osiggnieciem. Bazuje ono
jednak na wczesniejszych dokonaniach grupy prof. Kanskiej. Dlatego trudno jest oceni¢ osobisty
wktad habilitantki w rozwéj dyscypliny nauk chemicznych w tym zakresie. Prace wskazujace na
mozliwos$¢ wykorzystania enzymow do wymiany izotopowej w aminokwasach przewijajg sie w
literaturze do lat 80. Publikacji takich jednak nie jest zbyt wiele i zdecydowana wiekszos¢ literatury
pojawiajgcej sie w tym temacie w ostatnich kilkunastu latach wywodzi sie z zespotu habilitantki lub
jest jej wspotautorstwa. Dlatego uznaje, ze cze$é dotyczaca syntezy znakowanych pochodnych L-
tyrozyny rozwija dyscypline nauk chemicznych, chociaz jest to wktad bardzo szczegétowy i wasko

wyspecjalizowany.

Kolejna czes¢ dysertacji dotyczy znacznie ciekawszych, z mojego osobistego punktu widzenia, badan
kinetycznych, ktérych efektem sg zaréwno zmierzone wartosci kinetycznych efektéw izotopowych
oraz rozpuszczalnikowych efektéw izotopowych. Celem tych pomiardw byta eksploracja
mechanizméw reakcji katalizowanych przez wybrane enzymy szlaku metabolicznego L-tyrozyny w
szczegblnosci w przypadku reakcji pochodnych L-tyrozyny bedacych substancjami aktywnymi w
lekach radiofarmaceutycznych. Zasadniczo instrumentarium metodologiczne tych badan ograniczato
sie do badan kinetycznych z wykorzystaniem metody bezposredniej (tj. niekonkurencyjnej) z
zastosowaniem detekcji spektrofotometrycznej czy to bezposrednich reagentéow reakcji czy
produktéw powstajgcych w reakcji nastepczej z produktami reakcji katalizowanej przez enzym (tzw.
coupled-assay). Tak wiec wszystkie badania byty prowadzone w stanie stacjonarnym, a do opisu
przyjeto najprostszy model kinetyczny, czyli model Michaelisa-Menten (zwracam uwage, ze w
dysertacji dr Leonora Menten zostata niezastuzenie obdarzona przez habilitantke meskimi
koricowkami). Efekty izotopowe dla PVmax i °(V/K) kazdorazowo byty wiec otrzymywane w oparciu o
state z dopasowania modelu Michaelisa-Menten do danych eksperymentalnych. Niestety w tekscie
publikacji autorzy bardzo czesto nie podawali btedédw wyznaczenia wartosci statych kinetycznych,

wiec trudno jest oceni¢, czy btedy KIE zostaty wyznaczone prawidtowo (zdarzajg sie wyjatki np. praca
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H6 Tabela | gdzie btedy Kmn sg miedzy 2-6% a Vmax miedzy 1-19%). Tymczasem na podstawie Tabeli 1 i
2 w dysertacji mozna wnioskowaé, ze btedy byty minimalne, bo nawet dla wartosci °(V/K), gdzie btedy
czterech wartosci wyznaczonych niezaleznie z modelu Michaelisa-Menten powinny sie sumowac,
pozostaja na takim samym poziomie jak dla PVmax (np. odpowiednio 1,65 *= 0,10i 1,34 = 0,10) albo
sg czasem mniejsze niz dla PVmax co po prostu jest statystycznie niemozliwe i stawia rzetelnos¢ catej
analizy btedu pod znakiem zapytania. Poniewaz wiekszo$¢ mechanistycznych wnioskéw
przedstawionych w pracy habilitacyjnej opiera sie na analizie uzyskanych wartosci KIE i SIE (a
przede wszystkim réznic miedzy ®Vmax i °(V/K)), bardzo istotne jest wykazanie faktycznej istotnosci

statystyczng obserwowanych réznic.

Tak juz zupetnie na marginesie nalezy zauwazy¢, ze badane przez habilitantke reakcje nie sg jedno
substratowe (wszystkie badanie oksydazy katalizujg reakcje utlenienia przy uzyciu ko-substratu, O)
a wiec obserwowane parametry kinetyczne zostaty uzyskane dla stezenia O, wynikajgcego z cisnienia
parcjalnego tlenu. Co prawda Kn°2 tyrozynazy wynosi 254 uM co przy stezeniu tlenu w zakresie 6.5-
8 mg/L (180-250 uM) powinno gwarantowaé saturacje enzymu i sprowadzaé kinetyke reakcji
dwusubstratowej do modelu Michaelisa-Menten, to jednak w literaturze zwraca sie uwage na wptyw
stezenia tlenu na obserwowany SIE. Przyktadem moze by¢é praca Washington et al
10.1016/j.abb.2015.04.007, gdzie akurat dla wysokich zawartosci stezenia O, w reakcji utleniania 2-
aminofenolu SIE osigga wartosci ponizej 1 a jedynie dla niskich wartosci tlenu SIE ma wartosci
powyzej 1. Co wiecej powinowactwo oksydazy monoaminowej do tlenu jest do$é niskie, do tego
stopnia, ze pomiar jej aktywnosci w komdrkach pozwala na oszacowanie stezenia tlenu w
poszczegblnych podstrukturach komodrkowych. Tymczasem w publikacjach brak informacji, czy
stezenie drugiego substratu byto kontrolowane i w ogéle brane pod uwage jako czynnik potencjalnie
wptywajgcy na wyniki kinetyczne. Tymczasem wptyw stezenia O; na obserwowang szybko$é jest
wazny rowniez w celu odniesienia warunkéw, w ktérych przeprowadzano pomiar, do warunkdw
fizjologicznych, gdzie stezenie tlenu jest mniejsze (przyktad pracy na temat MAO A, Katz et al., J Biol
Chem, 1984, 259, 7504-7509). Poniewaz celem pracy habilitacyjnej byto zbadanie wptywu
pochodnych L-tyrozyny na metabolizm ludzki, zaniedbanie kontekstu fizjologicznego wydaje sie
pewnym przeoczeniem. Oczywisci w wielu aspektach modelowe pomiary kinetyczne i ptyngce z nich
whnioski (np. wartosci statych inhibicji) mogg by¢ bez trudu ekstrapolowane do warunkéw panujacych
np. na powierzchni membrany mitochondrium, gdzie zlokalizowane jest MAO A. Tak wiec w dyskusji
i podsumowaniu cyklu troche zabrakto odniesienia do kwestii korespondencji uzyskanych przez
habilitantke wynikéw do warunkdéw fizjologicznych panujacych w organizmie cztowieka (np. 2-5%
tlenu).

Prezentowane w pracy H3 wyniki KIE dla halogenowych pochodnych same w sobie nie wnoszg zbyt

wiele do zrozumienia mechanizmu reakcji bez odniesienia do wczesniejszej pracy J. Radioanal. Nucl.
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Chem. 3025, 305,371-378 gdzie wyznaczony KIE dla L-tyrozyny wykazywat sie wyzszg wartoscia.
Obserwacje te habilitantka powigzata z elektronowym efektem wprowadzanym przez podstawniki
halogenowe. By¢ moze ta hipoteza jest stuszna. Niestety wobec bardzo wycinkowego obrazu, jaki
dostarcza KIE stosowany dla reakcji wieloetapowej bez wsparcia innymi technikami badan enzyméw,
hipoteza ta jest do pewnego stopnia spekulatywna. Zwraca mojg uwage fakt, ze w literaturze
postuluje sie czesto atak grupy OH na atom miedzi jako determinujacy szybkosé reakcji rdwniez w
przypadku tyrozyny (np. praca Espin et al. 10.1046/j.1432-1327.2000.01013.x.), co zresztgy
znajdowatoby potwierdzenie w niezbyt wysokim obserwowanym efekcie izotopowym (z zakresu 1-
2). Trudno jest wykluczy¢ udziat efektéw steryczne podstawnikéw halogenowych na samg kinetyke
reakcji (np. poprzez modyfikacje kluczowych odlegtosci stanu przejsciowego), co zresztg zdaje sie by¢
spdjne z efektem inhibicyjnym obserwowanym dla pochodnej podstawionej jodem. Podejrzewam, ze
wysokosci barier nastepczych proceséw molekularnych sg dos¢ bliskie siebie i w efekcie trudno jest
wyznaczy¢ jednoznaczny etap limitujacy szybko$¢ reakcji, za$ wprowadzenie podstawnika
halogenowego zmienia delikatnie wysoko$¢ barier energetycznych lub stabilizuje ktérys z etapow
przejsciowych. Dlatego nie moge sie zgodzi¢, ze ,wyniki te jednoznacznie wskazuje, ze reakcja z
halogenopochodng przebiega wedtug innego mechanizmu niz z naturalnym substratem” — zmiana
wartosci KIE przy zmianie struktury substratu nie implikuje zmiany mechanizmu reakgc;ji. Aby taka teze
»jednoznacznie” wesprze¢ (o ile mozliwe jest jednoznaczne potwierdzenie jakiejkolwiek teorii
naukowej), wymagane bytoby przeprowadzenie szerszych badan eksperymentalnych i teoretycznych
analizujgcych wptyw podstawienia na przebieg reakcji. Zastanowito mnie tez nieskorzystanie przez
habilitantke z substratéw podstawionych trytem w jej badaniach nad KIE, w szczegélnosci wobec

opracowanych metod ich syntezy.

Przy okazji analizy pracy H3 zwrdcito mojg uwage metodologicznie niepoprawne uzyskiwanie statych
inhibicji w procedurze dopasowania modelu do zlinearyzowanych danych kinetycznych (metoda
Linewavera-Burka). Prawidtowym sposobem dopasowania danych kinetycznych jest regresja
nieliniowa z zastosowaniem odpowiedniego modelu inhibicji (dopasowanie jedoczesne do np. trzech
przebiegéow typu M-M dla réinych stezen [l]) i wybdr modelu na podstawie analizy parametrow
dopasowania. Metoda Linewavera-Burka jest dobra do ilustracji mechanizmu inhibicji z czego
habilitantka korzysta w swoich publikacjach, ale nie nalezy jej stosowaé do wyznaczania wartosci
statych kinetycznych, bo o ich wartosci decyduje gtéwnie pomiar kinetyczny obdarzony najwiekszym
btedem, a marginalizowane sg wyniki zebrane w poblizu Vmax (vide Fig. 4 z H3). Niestety w
pozniejszych pracach réowniez ta przestarzata metodologia wyznaczania statych inhibicji byta
konsekwentnie stosowana, w wyniku czego wartosci statych inhibicji s3 obarczone systematycznym
btedem zwigzanym z jednakowymi (w dziedzinie [S] a nie 1/[S]) odstepami miedzy 6 wybranymi
stezeniami i przewazajacym wpltywem na wynik wartosci aktywnosci zmierzonych dla najwyzszej

wartosci 1/[S], a wiec dla najnizszych stezen, przy jednoczesnej marginalizacji wynikow najbardziej
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pewnych, uzyskanych dla najwyzszych stezen substratu (patrz np. Fig. 4 praca [H8] dla najwyzszych
stezen inhibitora) — patrz np. J. Chem. Educ. 1997, 74, 10, 1238.

Podobnie polemizowatbym z wnioskiem habilitantki dotyczagcym reakcji katalizowanej przez
oksydaze L-aminokwasowgq (praca H8). Habilitantka postuluje, ze do ,rozerwania podstawionego
wigzania C-H dochodzi w etapie limitujgcym szybkos¢ badanego procesu”. Jednak obserwowane
efekty sg niewielkie (1.2-1.7) a sam proces, badany za pomocg reakcji nastepczej uwalnianego w
reakcji enzymatycznej nadtlenku wodoru, jest przeciez wieloetapowy. W kontekscie przyjetego
uktadu pomiarowego rozerwanie wigzania C-H niewatpliwie ma wptyw na obserwowang szybkos$¢
reakcji, ale o obserwowanej szybkosci w stanie stacjonarnym decyduja najwyrazniej réowniez
pozostate etapy elementarne. Uzyskiwane niewielkie wartosci KIE dobitnie wskazujg na
wystepowanie maskowania efektu izotopowego przez inne etapy elementarne, ktére zachodzg z
poréwnywalna szybkoscig do aktywacji wigzania C-H. Aby przetestowaé postawiong hipoteze
nalezatoby zastosowac technike stopped-flow z obserwacjg zmian widma kofaktora flawinowego.
Wtedy mozliwe byloby obserwowanie bezposrednie pierwszego etapu postulowanej reakcji,
wyznaczenie statych kinetycznych zwigzanych z tym procesem (co umozliwitoby bezposrednie
porownanie jej wartosci z zespolong statg kecat z modelu M-M) jak i poréwnanie KIE dla tego etapu z
KIE dla pomiaru w stanie stacjonarnym. Taka technika jest zresztg rutynowo stosowana do badania
efektéw izotopowych enzyméw flawinowych (w tym wiec konkretnym przypadku nie tylko dla LAAO
ale réwniez MAO A — patrz np. praca przeglgdowa Ramsay et al., ) Neural Transm 125 (2018), 1659—
1683).

Niewatpliwie ciekawym aspektem sg badania rozpuszczalnikowego efektu izotopowego oraz badania
udziatu czgsteczek rozpuszczalnika w procesie reakcji enzymatycznej. O ile wnioski uzyskane w
wyniku tych badan dla tyrozynazy sg niekiedy dos¢ oczywiste (tj. potwierdzony udziat czgsteczki wody
W procesie przeniesienia protonu) o tyle wyniki przedstawione dla MAO A s3 znacznie ciekawsze. W
badaniach tych habilitantka uzyskata wysokie wartosci SIE, co w potaczeniu z badaniami
krystalograficznymi umozliwito poparcie przez habilitantke hipotezy polarnego mechanizmu
nukleofilowego. Przeprowadzanie jednak reakcji w deuterowanej wodzie niesie ze sobg nie tylko
informacje na temat proceséw zachodzgcych w centrum aktywnym. Deuterowane catego enzymu
wptywa przeciez na jego strukture i stabilnos¢ wszystkich wigzan wodorowych w biatku jak rowniez
pKa wszystkich grup kwasowo-zasadowych. Aspekt ten i potencjalny wptyw na obserwowane
zjawiska nie zostat poruszony w publikacjach cyklu ani w samej dysertacji a stanowi przeciez
podrecznikowg komplikacje solwentowego efektu izotopowego (D. L. Purich, Enzyme Kinetics,
Catalysis & Control, Elsevier, sekcja 9.6.8, ISBN: 978-0-12-380924-7).

Mam watpliwosci rowniez czy ,wyzsze wartosci KIE dla Vmax Niz Vmax/Km wskazujg na mozliwosé

zachodzenia zmian konformacyjnych w centrum aktywnym enzymu” podczas wigzania substratu. W
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mojej ocenie obserwowany fenomen 3$wiadczy¢é moze o odmiennej tendencji stabilizacji
podstawionych izotopowo substratéw w centrum aktywnym niz w poprzednich analizach
prowadzonych przez habilitantke (tutaj AGs substratu deuterowanego jest nizsze niz dla izotopologu
protowego co skutkuje nizszym Km dla ciezszego zwigzku np. dla 3’-F-[(1R)-2H]-TA 45 uM wzgledem
60 uM dla 3’-F-[(1R)-1H]-TA). Zreszta po wzieciu pod uwage prawdziwych btedéw wyznaczenia KIE
(11% dla Vmax i 32% dla V/K) istotnos¢ réznicy dwéch tych wartosci jest dyskusyjna. Ponownie wiec
analiza samych efektéow izotopowych wydaje sie niewystarczajgca dla zrozumienia
obserwowanego zjawiska i wymagataby podparcia innymi technikami badawczymi, w
szczegolnosci potaczenia eksperymentu izotopowego oraz obliczen teoretycznych testujacych dany
mechanizm i przewidujgcych efekt izotopowy.

Ostatnia czes$¢ dysertacji skupia sie na okresleniu mechanizmu oraz sity inhibicji oksydazy L-
aminokwasowej oraz MAO A. Pomijajgc juz omawiane wczesniej techniczne problemy analizy
wynikéw kinetycznych to wtasnie w tej czesci habilitantka formutuje wnioski majace bezposrednie
zastosowanie dla dyscypliny nauk farmaceutycznych. Habilitantka wskazata wolniejszg kinetyke
utleniania halogenopochodnych tyraminy co moze prowadzi¢ do ich potencjalnej akumulacji w
organizmie. Drugim wnioskiem byto potgczenie inhibicyjnego efektu a-metylo-L-tyrozyny na LAAO
oraz potencjalnego zahamowania zdolnosci komdrek systemu odpornosciowego do produkcji
nadtlenku wodoru. Hipotezy te sg niewatpliwe ciekawe i moga stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych

badan na uktadach modelowych (czy to komadrkowych czy zwierzecych).
Podsumowanie

Whniosek dr Matgorzaty Pajgk w postepowaniu habilitacyjnym zostat ztozony wraz z kompletem
wymaganych dokumentéw. W mojej ocenie dorobek habilitantki oraz przedstawiony przez niego cykl
prac opisujacy osiggniecie w zakresie ,Syntezy znakowanej L-tyrozyny i jej pochodnych oraz badan
ich enzymatycznych przemian metodami kinetycznych i rozpuszczalnikowych efektow
izotopowych” spetnia w minimalnym stopniu wymagania stawiane habilitantom. Analiza osiggniecia
naukowego, dorobku naukowego i zawodowego oraz materiatéw zawartych w rozprawie, pozwala
stwierdzié, ze habilitantka spetnia formalne warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r
»Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pozn. zm., rozdziat 3, art. 219.1)
upowazniajgce do starania sie o stopie naukowy doktora habilitowanego. W zwigzku z powyzszym,
pomimo zastrzezen przedstawionych w recenzji, popieram wniosek o nadanie stopnia doktora
habilitowanego dla dr Matgorzacie Pajgk w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie

nauk chemicznych.

prof. dr hab. Maciej Szaleniec
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