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Celem mojej pracy doktorskiej było badanie mechanizmu reakcji enzymatycznego utleniania hitaminy i jej metylopochodnych katalizowanej przez oksydazę di aminową, DAO (EC 4.1.3.22) wykorzystując metodę rozpuszczalnikowych efektów izotopowych (SIE) oraz metodę kinetycznych efektów izotopowych (KIE). 

W Przeglądzie Literaturowym przedstawiłam stan wiedzy na temat biotransformacji pochodnych histydyny i histaminy w organizmach żywych. Scharakteryzowałam enzymy: dekarboksylazę histydynową oraz oksydazę diaminową, które wykorzystałam do badań. Opisałam  wybrane syntezy metylopochodnych histydyny i histaminy znakowanych węglem 14C, 2H oraz 3H  i przedstawiłam dane literaturowe dotyczące wykorzystywania efektów izotopowych do badania mechanizmu w reakcjach katalizowanych przez enzymy. 

W Badaniach Własnych przedstawiłam metodykę syntezy metylopochodnych histydyny i histaminy w różnych rozpuszczalnikach ukierunkowaną na optymalizację syntezy związków znakowanych izotopami wodoru oraz węglem 14C. Opracowałam i zsyntezowałam N-[metylo-14C]-histaminę. Przedstawiałam dane uzyskane w trakcie optymalizacji warunków dekarboksylacji katalizowanej przez dekarboksylazę histydynową. Jako pierwsza udowodniłam (wbrew wcześniejszym danym), że w odpowiednich warunkach enzym ten wykazuje właściwości katalityczne wobec N i N-metylopochodnych histydyny. Właściwość tę wykorzystałam do zsyntezowania związków stereospecyficznie znakowanych izotopomi wodoru tj. [(R)-2H]-N-metylohistaminy, [(R)-3H]-N-metylohistaminy, [(R)-2H]-N-metylohistaminy oraz [(R)-3H]-N-metylohistaminy. Opisałam również, opracowane przeze mnie metody, umożliwiające syntezę histydyny i jej metylopochodnych selektywnie znakowanych deuterem lub trytem w pierścieniu imidazolowym tj.  [5-2H]-L-histydyny, [5-3H]-L-histydyny, [5-2H]-N-metylo-L-histydyny, [5-3H]-N-metylo-L-histydyny, [5‑2H]-N-metylo-L-histydyny, [5-3H]-N-metylo-L-histydyny oraz [2,5‑2H2]-L-histydyny. Opracowałam optymalne warunki dla reakcji utlenienia histaminy i jej N- oraz N-metylopochodnych katalizowanej przez oksydazę diaminową DAO. Następnie wyznaczyłam wartości rozpuszczalnikowego efektu izotopowego w reakcji  enzymatycznego utlenienia histaminy i jej metylopochodnych przy pomocy DAO. Związki stereospecyficznie znakowane w pozycji (R) pochodnych histaminy wykorzystałam do wyznaczenia kinetycznego efektu izotopowego. Udowodniłam, że cząsteczka wody ma udział w tworzenie kompleksu aktywnego. Natomiast oderwanie protonu w pozycji (R) jest etapem decydującym w przebiegu reakcji utlenienia metylopochodnych histaminy. Dodatkowo stwierdziłam, że obecność grup metylowych w pierścieniu imidazolowym histaminy nie wpływa na mechanizm reakcji enzymatycznej, wpływa jednak na powinowactwo enzymu do tych pochodnych. 

W Części Eksperymentalnej podałam szczegółowe procedury przeprowadzonych syntez, technik analitycznych oraz charakterystyki spektralne otrzymanych związków. 

