Recenzja
dorobku naukowego, w tym osiagniecia naukowego bedacego podstawg do wnioskowania o
stopien naukowy doktora habilitowanego oraz dzialalnosci dydaktycznej i organizacyjnej
dr nauk chemicznych Joanny Perly-Kajain.

1. Dane biograficzne

Pani dr n. chem. Joanna Perla-Kajan uzyskata tytut zawodowy magistra biologii na
Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w roku 2001. W latach
2001-2006 odbywata studia doktoranckie w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu,
co zaowocowato uzyskaniem stopnia doktora nauk chemicznych na podstawie pracy pt.:”"Wplyw
N-homocysteinylacji na strukture i funkcje biatek cztowieka”, ktérej kopromotorami byli prof. dr
hab. Hieronim Jakubowski oraz prof dr hab. Tomasz Twardowski. W latach 2006-2014 byta
zatrudniona w stanowisku starszego referenta technicznego w Katedrze Biochemii i Biotechnologii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, w okresie 2015-2017 na etacie specjalisty, a od 2017
do chwili obecnej na stanowisku adiunkta w tej samej Katedrze.

Pani dr Joanna Perfa-Kajan odbyta w okresie 08.05.2003-24.10.2003 staz naukowy w
Department of Microbiology, Biochemistry and Molecular Genetics, University of Medicine and
Dentistry of New Jersey, New Jersey Medical School (obecnie New Jersey Medical School,
International Center for Public Health, Rutgers University), Newark, USA., gdzie prowadzita
badania prowadzone pod kierunkiem prof. dr hab. Hieronima Jakubowskiego. Natomiast w okresie
01.12.2007-31.03.2009 byta zatrudniona jako tzw. post-doc w tej same] jednostce w ramach
projektu finansowanego przez National Institutes of Health, pracujac nad opracowaniem metody
niskobudzetowego sekwencjonowania genomu cztowieka z wykorzystaniem tRNA pod
kierunkiem prof. dr hab. Wlodka Mandeck’a. Oba staze zaowocowaly sumarycznie
opublikowaniem 3 prac w renomowanych czasopismach naukowych, w ktérych byta pierwszym
(dwukrotnie) lub drugim autorem.

Habilitantka petnita funkcje recenzenta 40 artykulow naukowych w wiekszosci
czasopismach o wysokim wspotczynniku wptywu, np. Amino Acids (Springer), Redox Reports
(Taylor&Francis), Scientific Reports (Springer Nature) czy Metabolites, Cancers, Antioxidants,
Pharmaceuticals (wszystkie: MDPI).

Jest cztonkiem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Z obowigzkow recenzenta nalezy wspomnieé, ze Pani dr Joanna Perta-Kajan w okresie
05.05.2009-21.09.2009 oraz 22.10.2010-31.08.2012 przebywata na urlopie macierzynskim.

2. Ocena dorobku naukowego

Dorobek naukowy Pani dr n. chem. Joanny Perly-Kajan jest spdjny w tym sensie, ze
koncentruje si¢ wokot badan nad N-homocysteinylacja, obejmujac zaréwno metody oznaczania
przeciwcial przeciwko N-homocysteinylowanym biatkom jak i badania funkcji czy implikacji
wynikajacych z N-homocysteinylacji biatek w roznych tkankach pochodzacych z réznych
organizméw. Tematyka ta podjeta w ramach rozprawy doktorskiej byla przez Habilitantke
kontynuowana i zaowocowata m.in. cyklem oryginalnych publikacji naukowych przedstawionych
w recenzowanej rozprawie habilitacyjne;.

Glowne osiaggniecie naukowe dr n. chem. Joanny Perly-Kajan, ktére jest podstawg do
wnioskowania o stopief naukowy doktora habilitowanego, sktada sie z cyklu siedmiu oryginalnych
prac doswiadczalnych i dwoch publikacji przegladowych, opublikowanych w latach 2007-2021 o
facznym wspotczynniku oddziatywania IF=41.126 i punktacji MNiSW/MEiN=431 pkt.



Poza cyklem publikacji wybranych jako podstawe ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora
habilitowanego znajduje sie jeszcze 12 publikacji oryginalnych z listy filadelfijskiej o facznym
wspotczynniku wptywu IF=57.145 i punktacji MNiSW/MEiN=1101 pkt. Natomiast przed
uzyskaniem stopnia doktora Habilitantka opublikowata 4 prace o wspodtczynniku wplywu
IF=11.209 i punktacji MNiSW/MEiN=42 pkt.

Ocena  parametryczna calego dorobku to IF=109.480 i punktacja
MNiSW/MEIN=1474.

Ponadto przed uzyskaniem stopnia doktora Pani dr n. chem. Joanna Perta-Kajan
prezentowata 7 (3 wykfady=prezentacje ustne i 4 postery) prac na konferencjach o zasiegu
krajowym i migdzynarodowym. Po uzyskaniu stopnia doktora Habilitantka wygtosita 10
wykiadoéw (tzw. prezentacje ustne) na konferencjach o zasiegu krajowym (3) i miedzynarodowym
(7) oraz przedstawita 12 doniesien (posteréw) na konferencjach zagranicznych oraz 6 na
konferencjach krajowych.

Publikacje Pani dr n. chem. Joanny Perty-Kajan wedhug zamieszczonej przez Habilitantke
analizy bibliometrycznej na dziefi 17 grudnia 2022 roku byly cytowane 810 razy wedtug Web of
Science (865 wg Scopus), indeks Hirscha wynosit 11.

Prace te wzbudzaja zainteresowanie naukowcéw i s3 ciagle aktualne, bowiem catkowita
liczba cytowan wzrosta ostatnio do 920 (wg Scopus - na dzien 19.10. 2023).

Nalezy jednak podkresli¢, ze dane te pochodzg z informacji zamieszczonych w materialach
przedstawionych przez Habilitantke i cho¢ jak najbardziej znajduja odzwierciedlenie w réznych
bazach danych, to jednak w przedstawionej dokumentacji brak zwyczajowo Zamieszczonego Spisu
dorobku publikacyjnego uwiarygodnionego przez biblioteke macierzystej Uczelni t). Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu.
a/dzialalnos$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Pierwsze prace z autorstwem Habilitantki zostaly opublikowane w zakresie tematyki
zwigzane] z pracg magisterska. Natomiast dalsza tematyka badawcza z tego okresu byta powiazana
zaktywnoscig w czasie odbywanych studiow doktoranckich, w ramach ktérych prowadzita badania
nad N-homocysteinylacja. Bylo to zwigzane z badaniami rozwijanymi podczas stazu odbywanego
w University of Medicine and Dentistry of New Jersey, New Jersey Medical School (obecnie New
Jersey Medical School, International Center for Public Health, Rutgers University), Newark, USA,
pod kierunkiem prof dr. hab. Hieronima Jakubowskiego, gdzie zajmowala sie izolacja i
oczyszczeniem poliklonalnych przeciwcial specyficznych wzgledem N-homocysteinylowanych
bialek. Znalazlo to wyraz w przedstawionej rozprawie doktorskiej pt..,Wplyw N-
homocysteinylacji na strukture i funkcje biatek czlowieka” (2006).

Wyniki tych badaf zaowocowaty opublikowaniem odpowiednich prac (np. Perla J, Undas A,
Twardowski T, Jakubowski H. Purification of antibodies against N-homocysteinylated proteins by affinity
chromatography on Nomega-homocysteinyl-aminohexyl-Agarose. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci.
2004;807(2):257-261 czy Undas A, Perla J, Lacinski M, Trzeciak W, Kazmierski R, Jakubowski H. Autoantibodies
against N-homocysteinylated proteins in humans: implications for atherosclerosis. Stroke. 2004;35(6):1299-1304)
oraz uczestnictwem w krajowych i zagranicznych specjalistycznych konferencjach naukowych.
b/ dzialalno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

Od 2006, tj. po otrzymaniu stopnia dr nauk chemicznych i rozpoczeciu pracy w Katedrze i
Zakladzie Biochemii 1 Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu Pani dr n. chem.
Joanna Perfa-Kajan prowadzila i uczestniczyla w szeregu badaniach z zakresu biochemii i
biotechnologii. Do nich nalezg m.in. badania wykonywane w czasie stazu post-doc odbywanego w
University of Medicine and Dentistry New Jersey Medical School (obecnie Rutgers University)
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ppd kierunkiem prof. dr Wiodzimierza (Wlodek) Mandeckiego (2007-2009). W ramach projektu
fllnansowanego przez National Institutes of Health, dotyczacego opracowania metody
niskobudzetowego sekwencjonowania genomu cztowieka z wykorzystaniem tRNA, zajmowala sie
wowczas optymalizowaniem metody FRET (ang. single-pair fluorescence resonance energy
transfer), w ktérej donorem byt specyficzny aminoacylo-tRNA wyznakowany barwnikiem
fluorescencyjnym, natomiast akceptorem czynnik elongacyjny EF-Tu Sprzezony z wygaszaczem.
Zadaniem Habilitantki byla nadprodukcja zmutowanych form EF-Tu w E. coli, ich 1zolacja,
oczyszczenie 1 przetestowanie aktywnosci w celu wybrania najbardziej aktywnych i nadajgcych
si¢ do wykorzystania w projekcie sekwencjonowania. Wyniki tych badan znaczaco przyczynily sie
do opracowania metody identyfikacji inhibitoréw interakcji miedzy EF-Tu i tRNA u bakterit,
kluczowego etapu biosyntezy biatka, co zaowocowato odpowiednig publikacia (Perla-Kajan J, Lin X,
Cooperman BS, Goldman E, Jakubowski H, Knudsen CR, Mandecki W. Properties of Escherichia coli EF-Tu mutants
designed for fluorescence resonance energy transfer from tRNA molecules. Protein Eng Des Sel. 2010; 23(3): 129-
136).

Do badan, w ktérych Habilitantka rozwijata tematyke prezentowana w pracy doktorskiej
nalezg np. badania nad reakcja N-homocysteinylacji in vivo w modelu zwierzecym. W badaniach
tych zajmowata si¢ m.in. okresleniem preferencyjnej modyfikacji tiolaktonem Hcy reszt lizyny w
pozycji 212 1 625 albumin myszy (m.in. z zastosowaniem zwierzat knockout), co zidentyfikowano
Jako zalezne od plci zwierzat, zwlaszcza specyficzna dla plci byla modyfikacja K212Hcy w
albuminie, co moze petni¢ wazna funkcje biologiczna. W innych badaniach nad rolg homocysteiny
Habilitantka uczestniczyfa w okreslaniu roli niedoboru B-syntazy cystationiny (CBS), jako rzadkiej
choroby genetycznej skutkujacej m.in. silnie podwyzszonym poziomem tiolaktonu homocysteiny.
W badaniach tych zatozono, ze u takich pacjentéw moze dochodzi¢ do skrécenia dtugosci zycia,
zwigzanego ze skroceniem telomerow 1 liczby kopii mitochondrialnego DNA (mtDNA), jednak na
podstawie szczegdtowej analizy wykazano, ze hipoteza ta znalazla odzwierciedlenia w
rzeczywistym stanie pacjentoéw. Podobne badania, w ktorych wzieta udziat Habilitantka jako jeden
z gléwnych wykonawcéw zostaly przeprowadzone na myszach z deficytem CBS w ktérych
powigzano skrécenie zycia zwierzat ze zmiang ekspresji wybranych markerow starzenia i
pozioméw mtDNA, ale nie skracaniem telomerow. Wyniki wspominanych badan opublikowane w
trzech publikacjach o fagcznym IF=18.265, w ktérych dr Joanna Perta-Kajan jest drugim autorem,
co swiadczy o jej istotnym wkiadzie w powstawanie tych prac (Jakubowski H, Perla-Kajan J, et. al.
FASEB 1. 2009; 23(6): 1721-1727; Utyro O, Perla-Kajan J, et al. Free Radic Biol Med. 2020; 160: 219-226; Utyro O,
Perla-Kajén J, et al Int J Mol Sci. 2020; 21(7): 2520).

Do podobnych badan zwigzanych z reakcjg N-homocysteinylacji, w ktorych uczestniczyta
Habilitantka, byty prace nad okreslaniem roli modyfikacji biatek przez tiolakton Hey skutkujagcym
powstawaniem specyficznych autoprzeciwcial. Hipotezg roboczg bylo zatozenie ich roli nie tylko
w ryzyku wywolania udaru czy choroby niedokrwiennej serca, ale takze powstawaniem fagodnych
zaburzen poznawczych (MCI), ktére jak wiadomo czesto towarzysza chorobie Alzheimera. W
badaniach tych wykazano, ze autoprzeciwciata przeciwko biatku N-Hcy sg nowym czynnikiem
zwigzanym 2z zaburzeniami funkcji poznawczych, ktére mozna zlagodzi¢ przy pomocy
suplementacji witaminami z grupy B. Rowniez w tych badaniach dr Joanna Perta-Kajan odegrata
istng role, co znalazto zamieszczenie jej jako drugiego autora w odpowiedniej publikacji o IF=-
4.33 (Wloczkowska O, Perla-Kajan J, et al. Alzheimers Dement (N Y). 2021;7(1): e12159).

Do istnych osiggnie¢ dr n. chem. Joanny Perly-Kajan nalezy grupa badan powigzanych z
okresleniem roli paraoksonazy 1 (enzymu hydrolizujgcego tiolakton homocysteiny) (PON1) jako
czynnika predykcyjnego powstawania ryzyka udaru. Rola habilitantki jako gtownego badacza w
tych badaniach byta zwigzana z organizacja badan u pacjentow 1 ochotnikow oraz wykonywaniem



odpowiednich analiz biochemicznych. Wykazano na podstawie analizy proteomicznej, ze 1stniejg
réznice w poziomie biatek osocza skorelowanych z aktywnoscia i genotypem PONT1, a szczegolnie,
ze polimorfizm PON1-Q192R u czlowieka i indukowany genotyp Ponl-/- u myszy zwigzane sq z
podobnymi zmianami w proteomie o0socza, co w powiazaniu ze szlakami molekularnymi
zaangazowanymi w metabolizm lipoprotein, reakcjami proceséw zapalnych oraz zwigzanych z
krzepnigciem krwi moze stanowié o wartosci predykcyjnej PON1 jako ryzyka wystapienia udaru.
Wyniki badan zostaty opublikowane w specjalistycznym czasopi$mie naukowym o IF=5952
(Sikora M. Bretes E, Perla-Kajan J, et al. Antioxidants (Basel). 2020; 9(12): 1198).

Do ciekawych badan, w ktorych brata udziat Habilitantka Jjako gtéwny badacz, byla praca
nad okreslaniem PONI1 jako nowego czynnika zwiazanego z zaburzeniami funkcji poznawczych u
0s6b z MCI, zwlaszcza z demencja naczyniows. Stwierdzono, ze aktywnosc arylesterazowa PON1
byla istotnie zwigzana z uposledzeniem funkcji poznawczych, pamieci epizodycznej i skupieniem
uwagi. Ponadto wykazano, ze suplementacja witaminami grupy B zniosta powigzanie PON1 z
funkcjami poznawczymi u pacjentéw, co $wiadczy, ze PON1 moze odgrywac role w o$rodkowym
ukfadzie nerwowym, co przedstawiono w pracy o [F=4.472, w ktorej dr Joanna Perta-Kajan jest
pierwszym autorem (Perta-Kajan J, et al. J Alzheimers Dis. 2021:81(3):1211-1229).

Inng grupg badan zwiazanych z kondycjg pacjentow z rozpoznanym MCI, w ktdrych dr n.
chem. Joanna Perfa-Kajan miala istny udziat, byta préba powiazania roli homocysteiny oraz stezen
takich pierwiastkow jak zelazo, miedz, glin i krzem. Wykazano, ze odmienny wplyw poziomu
zelaza, miedzi, glinu, krzemu i homocysteiny w surowicy na funkcje poznawcze i atrofie mézgu u
0s0b z MCI sugeruja, iz uposledzenie funkcji poznawczych jest niezalezne od atrofii mozgu u tych
pacjentow. Rowniez w tym przypadku wykazano pozytywne skutki suplementacji witaminami B
(kwas foliowy, 0.8mg; witamina B12 - cyjanokobalamina, 0.5mg; witamina B6 — pirydoksyny
HCI, 20mg) (Jakubowski H, Ziola-Frankowska A, Frankowski M, Perla-Kajan J. et al. ] Alzheimers Dis.
2021;84(3):1039-1055).

Tak wigc Habilitantka w okresie od otrzymaniu stopnia doktora uczestniczyla w licznych
badaniach jako gtowny badacz, tym samym uczestniczac istotnie w licznych osiagnieciach
naukowych co znalazto wyraz w opublikowaniu, jak juz wspomnialem wyzej, 12 prac
oryginalnych z listy filadelfijskiej o fagcznym wspotczynniku wplywu IF=57.145 i punktacji
MNiISW/MEiIN=1101 pkt. Prace te sa ciagle cytowane, co $wiadczy ich wadze i oddzwigku jaki
znajduja w miedzynarodowej spotecznos¢ naukowe;.

3. Ocena osiagni¢cia naukowego bedacego podstawa do wnioskowania o stopien naukowy
doktora habilitowanego.

Osiagnigcie naukowe bedace podstawa ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora
habilitowanego stanowi cykl publikacji pod wspdlnym tytulem:”Rola N-homocysteinylacji
bialek w patomechanizmie zaburzen zwigzanych z hiperhomocysteinemia i paraoksonazy 1
w ochronie przed N-homocysteinylacja”. Cykl ten tworzy siedem oryginalnych prac
do$wiadczalnych 1 dwie publikacje przegladowe, opublikowane w latach 2007-2021 o lacznym
wspoétczynniku oddzialywania IF= 41.126 i punktacji MNiSW/MEiN=431 pkt.

Udziat dr n. chem. Joanny Perty-Kajan w tych publikacjach byt dominujacy (we wszystkich
pracach jest pierwszym autorem) i zgodnie z o§wiadczeniem obejmowat zaréwno koncepcje prac,
projekty eksperymentéw, wykonanie analiz, opracowanie wynikdw 1 ich interpretacje,
przygotowanie prac do druku 1 korespondencje z wydawnictwem w tym odpowiedz na recenzje
(wg danych zamieszczonych w udostepnionych artykutach - w przypadku prac 1, 2, 5, 6, 9).

Wkiad indywidualny Habilitantki w powstanie tych publikacji nie budzi zastrzezen i
swiadczy o Jej udziale jako lidera zespotu. Wyniki badan bedace podstawg ubiegania sie o stopien
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doktora habilitowanego zostaty opublikowane w takich czasopismach z Listy Filadelfijskiej jak:
Journal of Proteome Research. 2021; International Journal of Molecular Sciences 2019; FASEB
Journal 2018, 2016, 2010, Amino Acids 2012; Analytical and Bioanalytical Chemistry 2011;
Biomedicine & Pharmacotherapy 2008; Biochemistry 2007;

Homocysteina (Hey) zostata po raz pierwszy opisana przez Butza 1 de Vigneauda w 1932
roku, a nastepnie zidentyfikowana w moczu dzieci z opdznieniem umystowym w 1962 roku. Kilka
lat p6zniej rozpoznano defekt genetyczny metabolizmu Hey prowadzacy do homocystynurii.
Pozniejsze zainteresowania poszukiwania zwiazkéw pomiedzy podwyzszonym poziomem Hcy a
chorobowoscia cztowieka zaowocowatly uznaniem Hcey jako czynnika ryzyka rozwoju chorob
sercowo-naczyniowych w populacji ogélnej, czesto powiazanych z miazdzycg naczyn. Obecnie
postuluje si¢ udzial Hey jako czynnika ryzyka w wielu innych schorzeniach dotyczacych
osrodkowego uktadu nerwowego, chorob narzadéw wydalniczych, uktadu kostnego czy niektorych
chorob nowotworowych. Wsréd przyczyn hiperhomocysteinemii (HHcy) wymienia sie
genetycznie uwarunkowane zaburzenia metabolizmu homocysteiny, nadmiar biatka zawierajgcego
metioning w diecie, niedobory witamin niezbednych w procesach przemian tego aminokwasu,
czynniki demograficzne oraz wptyw niektérych choréb i lekow. Populacyjne badania genetyczne
nie daly jednak jednoznacznych dowodow na to, ze wystepowanie w obrebie genu dla MTFHR
polimorfizmu 677C>T, ktory jest jedna z czestszych przyczyn HHcy, wiaze sie takze z rozwojem
choréb sercowo-naczyniowych. Wiele zagadnien zwiazanych z mechanizmem oddzialywania
wysokich i1 podwyzszonych Hcy np. na naczynia krwionosne nie jest jasna, a postulowana
suplementacja witaminami z grupy B nie zawsze daje jednoznaczne korzystne wyniki.

Pani dr n. chem. Joanna Perta-Kajan wzieta pod uwage w swoich badaniach jako przyczyne
negatywnego oddziatywania HHcy powstawanie pod wptywem syntetazy Met-tRNA cyklicznego
tioestru — tiolaktonu Hcy, ktory jak wykazat prof. dr hab. Hieronim Jakubowski, jeden z
kopromotoréw Jej pracy doktorskiej, wykazuje zdolnosé¢ modyfikacji grup e-aminowych reszt Lys
biatek w reakcji zwanej N-homocysteinylacja, w wyniku czego powstaja N-homocysteinylowane
biatka (N-Hcy-biatka).

Na tym tle podjecie przez Habilitantke badan nad przyblizeniem wiedzy zwiazanej z
mechanizmami wilaczonymi w reakcje N-homocysteinylacji jest interesujace i1 celowe. W
recenzowanej pracy habilitacyjnej dr n. chem. Joanna Perta-Kajan skupita sie nad zbadaniem roli
N-homocysteinylacji biatek w patomechanizmie réznych zaburzen chorobowych powigzanych z
HHcy oraz poglebienie wiedzy nad rola jednego z enzymow nalezacych do tiolaktonaz tj.
paraoksonaza 1, majaca zdolno$¢ poprzez hydrolize enzymatyczng do usuwania z organizmow
tiolaktonu Hcy.

Cykl eksperymentow, wchodzacych w skiad osiagnigcia naukowego, dotyczyt wykazania
obecnosci N-Hey-biatek w zmienionym chorobowo materiale biologicznym, zbadania wptywu N-
homocysteinylacji na struktur¢ oraz funkcje elastyny i kolagenu, zbadania wplywu N-
homocysteinylacji na strukture 1 funkcje¢ cytochromu c, identyfikacji miejsc N-homocysteinylacji
w proteomie 1 wptywu HHcy na proteostaze oraz okres$lenie fizjologicznej roli paraoksonazy 1 w
ochronie przed N-homocysteinylacja.

Zakres badan, ktore prowadzita Habilitantka w zespole byt bardzo szeroki, generalnie
spojny tematycznie 1 wymagal zastosowania odpowiednich modeli badawczych. Badania
wymagaly nowoczesnej aparatury 1 znajomo$ci najnowszych metod analitycznych oraz
umiejetnosci wykonania i/lub oceny wynikéw precyzyjnych analiz, w tym z zakresu biologii
molekularnej. W badaniach tych zastosowano wiele technik i okreslano zmiany wielkosci
wskaznikéw adekwatnych do zbadania zatozonych hipotez. 1 tak dla wykonania odpowiednich
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bgdaﬁ stosowano analize przy pomocy techniki MALDI-TOF/TOF (publikacje 1, 9), analize
bioinformatyczng (publikacje 1, 4, 9), analize spektrofotometryczna i spektrofluoresencyjng
(publikacje 4, 7, 9), denzytometryczng (publikacje 8, 9), dichroizm kotowy (publikacja 9), ELISA
1 inne techniki enzymatyczne (publikacja 3, 4, 7, 8), metody immunohistochemiczne (publikacja
8), HPLC z roznymi detektorami (3, 4, 6), UPLC MS/MS (4), RT-PCR (4). Badania
przeprowadzano z uzyciem réznego materiatu np. myszy transgeniczne (publikacja 4, 6, 8), probki
krwi, moczu i innych tkanek (od pacjentow) (publikacja 3, 7, 8), badania in vitro (1, 9).

Realizujac zatozone cele Habilitantka zidentyfikowata wystepowanie N-Hcy-biatka w
skrawkach migsnia sercowego i zastawki aorty pochodzacych od pacjentéw. Ponadto
identyfikowata N-Hcy-biatka w blaszce miazdzycowej myszy ApoE-/- bedacych na diecie
wysokometioninowej, co uprawnito Habilitantke do stwierdzenia faktu, ze w tkankach
zmienionych chorobowo (tj. objetych miazdzyca), ze N-homocysteinylacja bialek moze byé
Jednym z mechanizméw toksycznosci HHey (Perla-Kajan et al. Biomed Pharmacother. 2008; 62:473-9 =
publikacja 8).

W kolejnej czesci badan dr n. chem. Joanna Perfa-Kajan badala wplyw  N-
homocysteinylacji na strukture oraz funkcje elastyny i kolagenu (Perta-Kajan et al. Anal Bioanal Chem.
2011:401:2473-9 = publikacja 6). W elastynie badata stezenie desmozyny i izodesmozyny, istotnych
dla rozciagliwos$ci wiokien elastycznych w modelu in vivo w ptucach myszy z niedoborem PCFT
(Jako model dziedzicznego zespotu zlego wchlaniania kwasu foliowego, ktore maja 20-krotnie
wyzszy poziom tHcy osocza w poréwnaniu ze zwierzetami Pcft+/+) oraz w elastynie wyizolowane;j
z narzadow myszy z niedoborem odpornosci CBySmn.CB17-Prkdcscid/J (SCID). I chociaz nie
stwierdzono jednoznacznie obnizonego poziomu desmozyn elastyny ptucnej myszy Pcft-/-, to
zauwazono, ze stezenia desmozyny i izodesmozyny byly istotnie nizsze w elastynie w izolowanej
z pluc, serca, nerek i watroby zmutowanych myszy SCID, co wskazywato wskazuja, ze obnizone
usieciowanie elastyny jest nowym fenotypem przyczyniajacym sie do patologii myszy SCID z
niedoborem odpornosci. Z kolei badania nad wptywem N-homocysteinylacji na strukture i funkcje
kolagenu Habilitantka przeprowadzita z wykorzystaniem myszy Cbs-/-, ktére kilkadziesiat razy
majg wyzszy poziom N-Hcy-biatka w moczu i w osoczu. W badaniach tych stwierdzita, ze u myszy
Cbs-/- N-Hey byla znacznie wzrést w catkowitym kolagenie kostnym zwierzat do$wiadczalnych a
takze w sercu tych myszy.

Dalszym etapem byto poszukiwanie miejsca, w ktorym reszty Lys kolagenu sg podatne na
modyfikacj¢ tiolaktonem Hcy (Perla-Kajan et al. FASEB J. 2016;30:3810-3821 = publikacja 4). W
badaniach tych Habilitantka zidentyfikowata jedng reszte N-Hey-Lys zlokalizowang w pozycji
K160 w tancuchu al kolagenu typu I wyizolowanym z kosci myszy Cbs-/- sugerujac, ze reszta
K160 jest dominujagcym miejscem N-homocysteinylacji in vivo. Reszta K160 w mysim kolagenie
Coll1Al (odpowiada to reszcie K170 w kolagenie Coll Al cztowieka) jest zaangazowana w
tworzenie wigzania poprzecznego pirydynoliny (Pyd), co moglo wskazywaé, ze ta reszta Lys
ulegajaca N-homocysteinylacji in vivo moze blokowaé udzial tej reszty w tworzeniu wigzania
poprzecznego. Zostato to dowiedzione przy pomocy opracowanej przez dr n. chem. Joanny Perta-
Kajan metody do pomiaru wigzan poprzecznych (dla elastyny) z zastosowaniem fluorescencyjne;
detekeji pirydynoliny 1 deoksypirydynoliny (Pyd/Dpd). Ostatecznie koficowym wnioskiem w tym
obszarze badan bylo stwierdzenie redukcji poziomu wigzan poprzecznych Pyd/Dpd w kolagenie
myszy Cbs-/- , ktoremu towarzyszyl wzrost poziomu N-Hcy, co moze byé przyczynkiem do
wyjasnienia obserwowanych nieprawidtowosci w tkance facznej obserwowanych u pacjentéow z
HHcy.

W kolejnych badaniach dr n. chem. Joanna Perta-Kajan podjeta sie wyjasnienia, ktore
miejsca w cytochromie ¢ sa podatne na przylaczenie Hey i czy N-Hey moze wptywaé na strukture
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1 funkcje redoks cytochromu ¢ (Perla-Kajan et al Biochemistry. 2007; 46:6225-31 = publikacja 9). W pracy
tej wykazano, ze 4 reszty lizyny (Lys8 lub -13, Lys86 lub -87, Lys99 i Lys100) cytochromu ¢ s
podatne na N-homocysteinylacje oraz, ze N-homocysteinylacja 1 mola lizyny/mol biatka wplywa
na stan redoks ligandu hemowego cytochromu c, powodujac jego redukcje. Modyfikacja ta
powoduje subtelne zmiany strukturalne, objawiajace si¢ zwiekszona odpornoscia N-Hcy-
cytochromu ¢ na proteolize przez trypsyne czy chymotrypsyne, natomiast nie zaobserwowano w
tej pracy zadnych wiekszych zaburzen struktury drugorzedowej na podstawie wykonanych badan
z wykorzystaniem dichroizmu kotowego. Stad Habilitantka sugeruje, ze N-Homocysteinylacja
moze zwigksza¢ odporno$¢ biatek na proteolize, tym samym zaburzajac ich usuwanie przez
systemy proteolityczne, co moze skutkowaé efektami patofizjologicznymi.

Otrzymane wyniki braku zmian w strukturze drugorzedowej cytochromu c oraz inne znane
dane zwigzane N-homocysteinylacja albuminy i fibrynogenu sktonily dr n. chem. Joanne Perfe-
Kajan do poszerzenia badan w tym aspekcie o proteom drozdzy (Perta-Kajén et al. Journal of Proteome
Research. 2021; 20: 2458-2476 = publikacja 1), wybierajac ten model ze wzgledu na mozliwosé
poréwnania lokalizacji zidentyfikowanych miejsc N-homocysteinylacji z innymi modyfikacjami
posttranslacyjnymi (acetylacja, fosforylacja i ubikwitynacja). Badania te przeprowadzono
pordwnujac wzrost drozdzy suplementowanych Hey lub Hey tiolaktonem w stosunku do hodowli
w  warunkach kontrolnych przy pomocy odpowiedniej analizy bioinformatyczne;.
Zidentyfikowano 68 miejsc N-homocysteinylacji in vivo i 197 in vitro przy resztach lizyny biatka
(N-Hey-Lys). N-homocysteinylacja biatek in vivo, indukowana przez suplementacje kultur
drozdzy Hey, towarzyszyta istotnym zmianom w poziomach 70 biatek drozdzy (38 o zwigkszonej
1 32 o obnizonej) zaangazowanych w strukture rybosoméw, biosynteze aminokwasow oraz w
podstawowe szlaki komorkowe. Habilitantka uwaza, ze N-homocysteinylacja biatka i
rozregulowanie proteostazy komorkowej moga przyczynia¢ sie do toksycznosci Hey w drozdzach
domniemujac, iz biatka homologiczne moga braé udziat w toksycznosci HHcy w komoérkach
ludzkich 1 zwierzecych.

Zmiany ekspresji gendw obserwowanych u drozdzy wywolane przez HHcy daty asumpt do
napisania pracy przegladowej znajdujacych potwierdzenie tych wynikéw w innych badaniach
prowadzonych na liniach komorkowych i organizmach wyzszych (Perla-Kajan i Jakubowski Int J Mol
Sci. 2019, 20: 3140 = publikacja 2), w ktorej Habilitantka dokonala zestawienia szlakéw
biologicznych modulowanych przez HHcy wywotana na liniach komérkowych oraz u zwierzat
doswiadczalnych. Interesujace byto powigzanie miedzy poziomem N-homocysteinylowanego na
reszcie Lys 79 histonu H3, a poziomem Hcy i ekspresja genow zwigzanych w rozwojem wad cewy
nerwowej w mozgach ptodow ludzkich.

Ostatnia czes¢ badan wchodzaca w sktad przedstawionego cyklu przez dr n. chem. Joanne
Perfe-Kajan jest zwigzana z okresleniem fizjologiczne;j roli paraoksonazy 1 w ochronie przed N-
homocysteinylacja. Byta ona przedmiotem trzech publikacji, a mianowicie pracy przegladowe;
(Perla-Kajan i Jakubowski Amino Acids. 2012; 43:1405-17 = publikacja 5), ochronnej roli aktywnosci
paraoksonazy 1 przed reakcja przed N-homocysteinylacjg biatek u ludzi (Perla-Kajan i Jakubowski
FASEB J. 2010;24:931-6 = publikacja 7) oraz pracy zwigzanej z okre$leniem fizjologicznej funkcji
biatka PONI u cztowieka oraz polimorfizmami w genie PON1 (Perla-Kajin et al. FASEB I.
2018:32:6019-1024 = publikacja 3).

W publikacji 5 Habilitantka przestawita stan wiedzy na rok 2012 na temat struktury biatka
PONI, mechanizmu katalizy enzymatycznej, polimorfizméw genu PONI1, a takze powiazan
migdzy genotypem, aktywnoscig a stanami chorobowymi, dyskutujac zwlaszcza te elementy, ktore
wowczas nie byly jednoznaczne a czasem kontrowersyjne, zwracajac zwlaszcza na udziat PON1
w dziafaniach przeciwmiazdzycowych kojarzonych z rola funkcji HDL u myszy, czy tez w
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ochronie dziatania neurotoksycznego wywolywanego przez Hcy. Nalezy jednak podkresli¢,
informacje te zostaly uaktualnione w pracy eksperymentalnej (publikacja 3). W publikacji 7
Habilitantka badata jak naturalna zmienno$é aktywnosci Hcy-tiolaktonazy PON1 wptywa na
poziomy biatka N-Hcy w osoczu u pacjentéw z niedoborem beta-syntazy cystationiny.
Stwierdzono, ze biatko N-Hcy w osoczu bylo ujemnie skorelowane z aktywnoscig Hcy-
tiolaktonazy w surowicy, co potwierdzono w badaniach in vitro. Te wyniki pozwolity
skonkludowag, ze aktywnosc¢ tiolaktonazowa PONT jest wyznacznikiem poziomu N-Hcy-biatka w
osoczu oraz moze zapobiega¢ N-homocysteinylacji biatek in vivo. W publikacii 3 stwierdzono, ze
genotyp PON1-192, ktéry wptywa na aktywno$é enzymatyczna biatka PONI, wplywa rowniez na
poziom Hcy-tiolaktonu w moczu. Badanie te przeprowadzono u pacjentow z chorobg
niedokrwienng serca zauwazajac, osoby z niskg aktywnoscig paraoksonazy PON1 w surowicy
mialy znaczaco wyzsze poziomy Hey-tiolaktonu/kreatyniny w poréwnaniu z pacjentami z wysokg
aktywnoscig paraoksonazy. Natomiast na poziomy Hcy-tiolaktonu/kreatyniny nie miata wptywu
aktywnos¢ aryloesterazy PONI1 w surowicy ani poziomy biatka PON1. Stwierdzono wiec, ze
PONT hydrolizuje Hey-tiolakton u ludzi i ze miedzyosobnicze réznice w genotypie/aktywnosci
PONI mogg modulowa¢ patologie hiperhomocysteinemii.

Podsumowanie

Przeprowadzone przez dr n. chem. Joanne Perfe-Kajan badania naukowe dotyczace
obecnosci N-Hey-biatek w zmienionym chorobowo materiale biologicznym, badan wplywu N-
homocysteinylacji na strukture oraz funkcje elastyny i kolagenu, badan wplywu N-
homocysteinylacji na strukture i funkcje cytochromu c, identyfikacji miejsc N-homocysteinylacji
w proteomie drozdzy oraz okreslenie fizjologicznej roli paraoksonazy 1 w ochronie przed N-
homocysteinylacja u pacjentow sa ciekawe i wnosza wiele nowych elementéw do zrozumienia
przyczyn  oraz  implikacji  patofizjologicznych  zwigzanych  z  wystepowaniem
hiperhomocysteinemii. Uzyskane wyniki wskazuja na zlozony mechanizm powstawania Hcy i jej
oddzialywania, zwlaszcza w aspekcie powstajgcego Hey-tiolaktonu 1 jego usuwania u ludzi. Trzeba
podkresli¢, ze podjecie takich badan byto w wielu elementach nowatorskie i wymagato znajomosci
nowoczesnych technik badawczych 1 bardzo precyzyjnej aparatury do badan. Habilitantka poprzez
zdobycie odpowiednich umiejetnosci i wspotpracy nie tylko z pracownikami macierzystej Katedry,
ale rowniez z innymi krajowymi jednostkami z Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu,
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu, Uniwersytetu Lodzkiego, Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
w Warszawie byla dobrze przygotowana. Nalezy rowniez pokresli¢ , ze wsréd wspotautoréw prac
sg takze naukowcy pochodzacy z uznanych zagranicznych jednostek naukowych np. International
Center for Public Health, Department of Microbiology, Biochemistry and Molecular Genetics,
Rutgers-New Jersey Medical School, Newark, New Jersey, USA; Faculty of Health Sciences,
McMaster University, Hamilton, Ontario, Canada; Department of Heart Disease, Haukeland
University Hospital, Bergen, Norway czy University Hospital for Cardiac Surgery, Salzburg,
Austria. Podjety przez Habilitantk¢ temat jest niezwykle wazny tak z punktu widzenia
poznawczego, jak 1 ewentualnych zastosowan klinicznych.

Promotor pomocniczy w przewodach doktorskich

Pani dr n. chem. Joanna Perfa-Kajan petni funkcje promotora pomocniczego w przewodzie
doktorskim mgr Adrianny Zukowskiej, chociaz w dostepnej dokumentacji Habilitantka nie podata
blizszych danych tj., gdzie i kiedy otwarto ten przewod i kto jest gtéwnym promotorem.



4. Dzialalno$¢ dydaktyczna

Habilitantka ma doswiadczenie w prowadzeniu zaje¢ dydaktycznych prowadzac éwiczenia
dla studentéw Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z biochemii, chemii ogélnej, podstaw
ghemii 1 chemii organicznej dla studentéw na kierunkach biotechnologia, ogrodnictwo, rolnictwo,
inzynieria rolnicza, informatyka stosowana, ochrona $rodowiska.

. Byla opiekunem 8 prac magisterskich wykonywanej przez studentéw biotechnologii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (W tym 2 w jezyku angielskim) oraz 4 prac
inzynierskich; 2 prace magisterskie byly nagrodzone na specjalistycznych konferencjach
naukowych.

W ramach dziatalnosci popularyzatorskiej w latach 2018-2019 Habilitantka zorganizowata
warsztaty z elementami prezentacji podczas tzw:. »Wagardw z Przyroda”, skierowanych do
uczniéw szkét ponadpodstawowych, jako potencjalnych kandydatéw na studia. Ponadto w ramach
programu Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego ,Regionalna Inicjatywa Doskonatosci”,
zorganizowata dniach 02-05.12.2019 wyklady dr M. Pajares dla pracownikéw i studentdéw
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, w dniach 02-05.12.2019.

S. Dzialalno$¢ organizacyjna
Pani dr n. chem. Joanna Perta-Kajan byla kierownikiem 2 projektéw finansowanych
przez MN1SzW oraz NCN, a mianowicie:
1) N N401 230634 ,Rola N-homocysteinylacji tropoelastyny w procesie utraty
elastycznosci naczyn krwiono$nych w miazdzycy tetnic” (projekt realizowany byt w
latach 2007-2011),
2) 2014/15/B/NZ2/01079  Proteomika  ilosciowa w drozdzowym  modelu
hiperhomocysteinemii” (projekt realizowany by} w latach 201 5-2020).

Ponadto byfa wielokrotnie (5 razy) wykonawca w projektach sfinansowanych przez NCN
otrzymanych 1 realizowanych pod kierownictwem prof. dr hab. Hieronima Jakubowskiego.
Obecnie uczestniczy jako wykonawca w 3 projektach finansowanych przez NCN realizowanych
pod tym samym kierownictwem.

Brala takze udziat w komitecie organizacyjnym hybrydowe; konferencji miedzynarodowe;j
,»13th International Conference on One-Carbon Metabolism, B Vitamins and Homocysteine;
Poznan 12-16.09.2021”, bedac redaktorem wniosku DNK/SP/464778/2020 oraz osoba do
bezposredniego w kontaktu w organizowaniu tej konferencji, na ktora otrzymano wsparcie w
ramach programu: ,,Doskonata nauka — Wsparcie konferencji naukowych”. Ponadto brata udziat
w komitecie organizacyjnym i naukowym hybrydowej konferencji ,,Homocysteine Mini-
Conference Poznan 2020 (25.09.2020) oraz konferencji miedzynarodowej »Homocysteine Mini-
Conference Poznan 2019” (26.09.2019).

Do dzialalnosci organizacyjnej nalezy takze zaliczyé aktywno$¢é Habilitantki jako
Sekretarza Komisji Rektorskiej ds. etyki badan naukowych prowadzonych z udziatem ludzi, udziat
w komisjach przetargowych (3 razy jako przewodniczaca komisji) na dostawe specjalistycznej
aparatury naukowej, udziat w komisjach rekrutacyjnych na stanowisko doktoranta i post-doca do
realizacji projektéw badawczych w Katedrze Biochemii i Biotechnologii Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, a takze udziat w pracach komisji rekrutacyjnej Szkoty Doktorskiej
Uczelni czy w komisji rekrutacyjnej na adiunkta w Katedrze Biochemii i Biotechnologii.

Dziafalnoscia organizacyjna trzeba tez nazwacé umiejetno$é nawigzania wspotpracy z
Jednostkami naukowymi nie tylko macierzystej Uczelni, ale takze krajowymi renomowanymi



Jednostkami naukowymi np. z Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu (Wydziat Chemii —
Prof. UAM dr hab. Pawet Skowronek), z Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu (Zakfad Histologii i Embriologii - Prof. dr hab. Ludwik Malendowicz), z Instytutu
Widkien Naturalnych i Roslin Leczniczych w Poznaniu (dr chem. Sebastian Mielcarek), z Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (Pracownia Spektrometrii Mas — dr Lukasz Marczak), z
Uniwersytetu Lodzkiego (Katedra Chemii Srodowiska — prof. dr hab. Rafat Glowacki), z Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie (Srodowiskowa Pracownia Spektrometrii Mas — dr Agata
Malinowska, Laboratorium Proteomiki - dr Ewa Sitkiewicz). Wsrod wspolautoréw prac sg takze
naukowcy pochodzacy z uznanych zagranicznych jednostek naukowych np. International Center
for Public Health, Department of Microbiology, Biochemistry and Molecular Genetics, Rutgers-
New Jersey Medical School, Newark, New Jersey, USA (Prof. dr hab. Hieronim Jakubowski);
Faculty of Health Sciences, McMaster University, Canada (Prof. Richard C. Austin); Department
of Heart Disease, Haukeland University Hospital, Bergen, Norway (Prof. Ottar Nygard), University
Hospital for Cardiac Surgery, Salzburg, Austria (Prof. Olaf Stanger), co zaowocowato nie tylko
publikacjami przedstawionymi przez Habilitantke w ramach przedstawianych osiggnie¢
naukowych, ale tez innymi opublikowanymi pracami stanowigcymi Jej dorobek naukowy.

6. Wniosek koncowy

Podsumowujac prace naukows, dydaktyczng i organizacyjna stwierdzam, ze Habilitantka
jest dojrzalym pracownikiem naukowym zdolnym do samodzielnego rozwigzywania problemow
badawczych, kierowania zespotem naukowym, ksztatcenia mtodej kadry naukowe;j 1 skutecznego
publikowania w czasopismach naukowych o zasiggu miedzynarodowym. Wysoko oceniam
merytoryczng wartoS¢ rozprawy habilitacyjnej tgczacej rzetelno$¢ i nowoczesno$é warsztatu
badawczego, aspekty naukowe z bardzo waznymi elementami aplikacyjnymi w réznych
schorzeniach zwigzanych z hiperhomocysteinemia i paraoksonaza 1 bedacych przedmiotem badan
w przedstawionym osiggnieciu naukowym.

Przedstawione do recenzji gléwne osiagniecie naukowe jak inne osiggniecia naukowe
oraz pozostata aktywnos¢ Kandydatki odpowiada wymogom ustawowym (art. 219 ust.1 pkt.2),
co upowaznia mnie do przedtozenia wniosku Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o przyjecie calo$ci rozprawy i dopuszczenie
Pani Joanny Perly-Kajan do dalszych etapow postepowania habilitacyjnego i nadania stopnia
doktora habilitowanego w dziedzinie nauk biologicznych.

e iz

Poznan, 21.10.2023 Prof. dr hab. Przemystaw Mikotajczak
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