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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Nadziei Grzyb

pt. ,,Free radical reactions of sulfur-containing amino acids and peptides. From

reactive transients to stable products”

Pani mgr inz. Katarzyna Nadzieja Grzyb przedstawita do oceny rozprawe doktorskg
zatytutowang ,Free radical reactions of sulfur-containing amino acids and peptides. From
reactive transients to stable products”, wykonang w Zaktadzie Chemii Fizycznej i Fotochemii
na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem dr hab.
Tomasza Pedzinskiego, prof. UAM.

Rozprawa zostata przygotowana w formie spéjnego tematycznie cyklu pieciu artykutéw,
opublikowanych w latach 2020-2024 (pozycje oznaczone symbolami P1, P2, P3, P4, P5 w
rozdziale 2), uzupetnionego o wyczerpujgce omoéwienie w jezyku angielskim. Taka forma
rozprawy jest zgodna z wymogami formalnymi, okreslonymi w art. 13 pkt. 2 Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wyniki zostaty
opublikowane w czasopismach naukowych z listy filadelfijskiej o wysokiej renomie wsréd
czasopism w obszarach fotochemii i spektroskopii (wspétczynnik wptywu czasopisma w roku
publikacji wynosi od 2.991 do 6.208).

Rozprawa doktorska zawiera 87 stron omowienia w jezyku angielskim oraz dotaczone
publikacje wraz z materiatami pomocniczymi. Obejmuje: streszczenie w jezyku angielskim i
polskim; wprowadzenie (rozdziat 1 — 31 stron); cel pracy i liste pieciu artykutéw (rozdziat 2 - 2
strony); dyskusje wynikéw, podsumowanie i wnioski (rozdziat 3 — 17 stron); bibliografie
zawierajgcg 89 odnosnikéw literaturowych; spis rysunkéw i schematéw; spis tabel; wykaz
osiggnie¢ (publikacje, granty, staze zagraniczne, wystgpienia konferencyjne i nagrody); kopie
oswiadczen wspébtautoréw. Doktorantka jest wspoétautorkg 9 publikacji (w tym pieciu prac
bezposrednio zwigzanych z pracg doktorskg), wyniki prezentowata na 5 konferencjach,

kierowata jednym projektem badawczym (finansowanie IDUB), odbyta dwa staze zagraniczne,



jest laureatkg 3 konkursow IDUB. Wedtug bazy naukowej Web of Knowledge z dnia 5.07.2025
prace byly cytowane 38 razy, a indeks Hirscha mgr inz. Katarzyny Grzyb wynosi 4. Dane

bibliometryczne sa wystarczajgce do ubiegania sie o nadanie stopnia naukowego doktora.

Pani mgr inz. Katarzyna Grzyb okreslita swoj wktad autorski i zostato to potwierdzone
przez wspotautorow w zataczonych os$wiadczeniach. W dwéch najwczesniejszych pracach
pierwszym autorem jest Promotor, nastepnie w trzech kolejnych tréjautorskich Doktorantka,
ktéra byla odpowiedzialna za: naswietlenia stacjonarne, czasowo-rozdzielcze pomiary
spektroskopowe (nanosekundowa fotoliza bltyskowa), analize wynikédw wysokosprawnej
chromatografii cieczowej, opracowanie i interpretacie wynikéw eksperymentalnych,
przygotowanie schematoéw, przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu i odpowiedzi do
recenzentow. Wktad autorski Doktorantki jednoznacznie okresla jej kluczowg role w powstaniu

manuskryptéw.

Zainteresowania Doktorantki obejmujg mechanizmy utleniania aminokwasoéw i peptydéw
zawierajgcych atom siarki. Tematyka rozprawy jest bardzo aktualna i wpisuje sie w
ogoélnoswiatowe badania proceséw utleniania peptyddw i biatek, ktore prowadzg do wielu
schorzen, w tym neurodegeneracyjnych, oraz wplywajg na procesy starzenia. Badania
podjete przez Doktcrantke sg niezwykle istotne ze wzgledu na wcigz trwajgcg dyskusje
naukowg dotyczacg zrozumienia mechanizméw utleniania w rzeczywistych uktadach
biologicznych, w ktérych wewnatrzczgsteczkowe przemiany rodnikowe z udziatem utienionego

centrum siarkowego w resztach metioninowych odgrywajag kluczows role.

Dysertacja mgr inz. Katarzyny Grzyb dotyczy analizy produktéw przej$ciowych i trwatych
powstatych w wyniku reakcji utleniania biomimetycznych uktadéw modelowych aminokwaséw
z grupg sulfidowg (Ac-Met-NH-CHs, Ac-MeCys-NH-CHa, Ac-Met-OCHs, Ac-Met, Ac-MeCys).
Utlenianie jest fotosensybilizowane przez 3-karboksybenzofenon (3CB) oraz indukowane
radiolitycznie, gdzie utleniaczem jest rodnik hydroksylowy. Ukiady modelowe i
fotosensybilizator zostaty dobrane odpowiednio, mozliwe byto tworzenie wigzan (S.-.S),
(S--O)" lub (S--N)*, a widma absorpcji rodnikéw pochodnych 3CB nie pokrywaty sie z absorpcja
indywiduéw przejsciowych generowanych przez utlenianie metioniny. Czasowo-rozdzielcza
laserowa fotoliza btyskowa (LFP) oraz radioliza impulsowa (PR) pozwolity na $ledzenie reakcji
W czasie rzeczywistym w skali czasowej nano- i mikrosekundowej (charakterystyka krétko
zyjacych produkiéw przejsciowych). Natomiast wykorzystanie wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej z tandemowsg spektrometrig mas (LC-MS/MS) umozliwito identyfikacje
produktow trwatych. Potgczenie tych komplementarnych metod pozwolito okresli¢ wptyw
struktury substratu i warunkéw reakcji na powstate produkty posrednie oraz trwate modyfikacje

badanych zwigzkow.



Struktura recenzowanej dysertacji jest prawidtowa. Streszczenie w zwiezly i jasny
spos6b zapoznaje z zatozeniami i celem rozprawy doktorskiej, metodologig pracy,

najwazniejszymi wynikami i nowoscig naukowg prowadzonych badan.

W rozdziale 1 (Wprowadzenie) omowione s3: i) wiasciwosci  aminokwasow
zawierajgcych atom S (metionina, cysteina) ze szczegdlnym uwzglednieniem ich
oksydacyjnych modyfikacji w biatkach i biologicznych konsekwencji tego procesu
(podrozdziaty 1.1-1.3); ii) istotna rola metioniny w mechanizmach utleniania/redukcji -
amyloidu (podrozdziat 1.2.1); iii) poréwnanie fotofizycznych wiasciwosci réznych
fotosensybilizatorow ze wskazaniem na zwiazki, ktérych wykorzystanie do badan biatek
zawierajgcych metioning przy zastosowaniu techniki absorpcji przejsciowej jest bardzo
korzystne (podrozdziat 1.4); iv) etapy fotosensybilizowanego utleniania metioniny i
metylocysteiny w warunkach beztlenowych (podrozdziaty 1.5, 1.6); v) etapy indukowanego
radiolitycznie utleniania metioniny (porozdziat 1.7); vi) procesy tworzenia produktéw trwatych
w wyniku fotosensybilizowanego i radiacyjnego utleniania metioniny (podrozdziat 1.8); vii)
przeglad literaturowy dotyczacy fotosensybilizowanego i radiacyjnego utleniania metioniny i
jej pochodnych z uwzglednieniem wydajnosci kwantowej indywiduéw przej$ciowych
(podrozdziat 1.9); viii) metodologia (podrozdziat 1.10). Rozdziat 1 wskazuje, ze Doktorantka
jest bardzo dobrze zorientowana w temacie mechanizméw reakcji rodnikowych w ukfadach
0 znaczeniu biologicznym oraz réznych technikach eksperymentalnych pozwalajgcych naich
badanie. Wprowadzenie zostato opracowane w oparciu o odpowiednio dobrane pozycje
literaturowe. Moim zdaniem rozdziat 1 doskonale wprowadza czytelnika w tematyke

rozprawy | zapoznaje go z dotychczasowym stanem wiedzy.

W rozdziale 2 Doktorantka przekonujgco uzasadnia wybor tematu badawczego,
przedstawia cel i zadania rozprawy oraz zakres prowadzonych badan. Zwraca jedynie uwage
drobna niescistoS¢ w stosunku do streszczenia, w ktérym Doktorantka wspomina o poznaniu
mechanizméw utleniania pochodnych metioniny, natomiast w rozdziale 2 wspomina o
aminokwasach zawierajgcych grupe sulfidowg. Cel i zadania badawcze uwazam za ambitne,

dobrze sprecyzowane i uzasadnione naukowo.

Publikacje wchodzgce w sktad dysertacji zostaty oméwione w rozdziale 3, w kolejnych
podrozdziatach o tytutach odpowiadajgcych tytutom artykutéw (podrozdziaty 3.1-3.5).
Doktorantka opisuje w nich najwazniejsze wyniki i wnioski. Rozdziat 3 zawiera réwniez
podsumowanie i wnioski (podrozdziat 3.6). W podrozdziale 3.1 opisano analize indywiduéw
przejsciowych i trwatych produktéw powstatych w wyniku fotoredukcji benzofenonu, 3-
karboksybenzofenonu (3CB) i 4-karboksybenzofenonu (4CB). Okreslono struktury produktéw
fotopinakolizacji oraz izomerycznych rodnikowych adduktow sprzegania krzyzowego
odpowiednich rodnikéw difenyloketylowego i dimetyloketylowego powstatych w wyniku reakciji

przeniesienia atomu wodoru (HAT) pomiedzy sensybilizatorami a 2- propanolem. Oméwiono



rowniez mechanizmy reakcji. Podrozdziat 3.2 dotyczy mechanizmoéw fotosensybilizowanego
utleniania analogdw metioniny (N-Ac-Met-NH-CHs) i metylocysteiny (Ac-MeCys-NH-CHs)
przez wzbudzony triplet 3-karboksybenzofenonu (*3CB*) w obojetnych roztworach wodnych.
Przeanalizowano réznice zaobserwowane dla fotoreakcji pierwotnych i wtérnych. Badane
zwigzki imitujg zachowanie metioniny i metylocysteiny w peptydach. Podrozdziat 3.3
poswiecony jest szczegdtowym badaniom mechaniiméw utleniania peptydomimetyku (ester
metylowy acetylometioniny (Ac-Met-OMe)) przy wykorzystaniu radiolizy impulsowej oraz
laserowej fotolizy btyskowej. Okreslono produkty przej$ciowe i trwate oraz zaproponowano
$ciezki i mechanizmy powstawania produktéw utlenienia reszty Met. Podrozdziat 3.4 dotyczy
procesu fotoutleniania biomimetycznego modelu C-koncowej metioniny, N-Acetylo-Metioniny
(N-Ac-Met), sensybilizowanej przez wzbudzony triplet 3-karboksybenzofenonu (3CB) w
obojetnych i zasadowych roztworach wodnych. Okreslono mechanizm procesu oraz
wydajnosci kwantowe konkurencyjnych reakcji dekarboksylacji i deprotonacji rodnika
siarkowego N-Ac-Met. W podrozdziale 3.5 przeprowadzono analize cato$ciowego
mechanizmu utleniania acetylometylocysteiny (Ac-MeCys) przy wykorzystaniu 3CB jako

fotosensybilizatora.

Szczegdinie wysoko oceniam podrozdziat 3.6, ktory zawiera podsumowanie i wnioski.
Doktorantka w zwiezly sposéb przedstawia najwazniejsze osiggniecia podkreslajac
jednoczes$nie istotng role analizy wszystkich trwatych produktéw w wyjasnieniu mechanizmu
reakcji wolnorodnikowych aminokwaséw zawierajgcych siarke. Podrozdziat ten stanowi

kompendium dysertacji opisujgc jej istote oraz wazno$¢ poruszanych probiemow.
Do najwazniejszych osiggnie¢ przedstawionych w rozprawie doktorskiej zaliczam:

o Wktad w badania nad fotochemicznymi reakcjami sensybilizatoréw: benzofenonu oraz
jego rozpuszczalnych w wodzie pochodnych (3-karboksybenzofenonu i 4-
karboksybenzofenonu). Analiza ta daje wglad w role benzofenonu i jego pochodnych w
mechanistycznych szlakach biologicznie istotnych proceséw oraz pokazuje potencjat
badan nad trwatymi produktami reakcji wolnorodnikowych czgsteczek o znaczeniu
biologicznym.

° Wykazanie, ze niewielka zmiana w strukturze aminokwasu zawierajgcego siarke
prowadzi do znaczgcych zmian w mechanizmach fotosensybilizowanego utleniania (N-
Ac-Met-NH-CHs i Ac-MeCys-NH-CHs) przez 33CB* w roztworach wodnych o pH
obojetnym.

o Opracowanie szczegbtowych schematéw $ciezek i mechanizméw utleniania
peptydomimetyku (ester metylowy acetylometioniny) przy uzyciu technik czasowo-
rozdzielczych radiolizy i fotolizy. Badania te stanowiag punkt odniésienia dla identyfikacji,
kwantyfikacji i mechanistycznego okreslania produktéow pochodzgcych z utleniania

pochodnych Met i stanowig znaczacy wktad w zrozumienie mechanizmoéw utleniania w



rzeczywistych uktadach biologicznych majgcych zastosowanie w badaniach nad
terapiami biatkowymi.

o Okreslenie mechanizmu fotoutleniania biomimetycznego modelu C-koricowej metioniny,
N-Ac-Met, co daje wglad w szlaki reakcji wolnorodnikowych biologicznie istotnej reszty
metioniny, ktéra imituje Met35 w C-koricowej domenie B amyloidu. Wyniki te sg istotne
ze wzgledu na potrzebe wyjasnienia mechanizméw prowadzgcych do nieodwracalnych
modyfikacji i uszkodzen biatka, ktére jest uwazane za zwigzane z patogenezg choroby
Alzheimera.

° Okreslenie mechanizmu fotoutleniania Ac-MeCys oraz korelaciji jak odlegto$é miedzy
grupg tioeterowg a szkieletem peptydu wptywa na mechanizm utleniania Ac-MeCys w
poréwnaniu do Ac-Met.

Prace doktorskg czyta si¢ bardzo dobrze, napisana jest w sposéb logiczny, a wnioski
sformutowane sg precyzyjnie, co $wiadczy o dojrzato$ci naukowej Pani mgr inz. Katarzyny
Nadziei Grzyb. Wyniki prezentowane w rozprawie zostaty opublikowane w renomowanych

czasopismach a zatem przeszty przez krytyczne oceny recenzentéw.

Rozprawa doktorska przygotowana zostata bardzo starannie, zawiera pojedyncze biedy
edytorskie np. na str. 45 w ostatnim akapicie zamiast Figure 14 powinno byé Figure 13.

Pani mgr inz. Katarzyna Nadzieja Grzyb skupita sie w swojej dysertacji na beztlenowym
Jjednoelektronowym utlenianiu aminokwaséw zawierajgcych siarke, ktére majg wigzania
peptydowe i imitujg zachowanie aminokwaséw w ztozonych strukturach biatkowych. Jak
napisata Doktorantka celem pracy bylo dogtebne poznanie i uzupetnienie dotychczasowej
wiedzy na temat mechanizméw utleniania pochodnych metioniny przy wykorzystaniu
biomimetycznych uktadéw modelowych. Czy w kontekscie prowadzonych badar interesujgce
bytoby okreslenie mechanizmu dwuelektronowego utleniania Met w obecnosci tlenu dla
biomimetycznego modelu C-koricowej metioniny, ktora imituje Met35 w C-koricowej domenie

B-amyloidu?

Patogeneza chorob neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera, jest faczona ze
zdolnosScig amyloidowego p-peptydu do inicjacji proceséw wolnorodnikowych. Sg doniesienia
literaturowe, Ze procesy rodnikowe mogg zachodzi¢ z udziatem obecnej w organizmie Cu(ll)
kompleksowanej przez p-amyloid. Badania byly/sq czesto prowadzone przy uzyciu
wysokosprawnej chromatografii Jonowykluczajgcej, spektroskopii rezonansu
paramagnetycznego oraz spektroskopii UV-Vis. Czy uzycie metod/metody stosowanych w
pracy doktorskiej mogtoby przyczyni¢ sie do uzyskania nowych informacji dotyczgcych

procesow rodnikowych z udziatem Cu(ll) kompleksowanej przez f-amyloid?



Podsumowujgc, rozprawa doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Nadziei Grzyb zawiera
wiele wartosciowych i interesujgcych wynikéw badan oraz osiggnieé, ktore stanowig nowosé
naukowg w zakresie zrozumienia mechanizméw utleniania i nieodwracalnych modyfikacji
biatek. Zatozony cel rozprawy zostat w petni zrealizowany.

Nieliczne uwagi nie umniejszajg mojej wysokiej oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr inz.
Katarzyny Nadziei Grzyb. Stwierdzam, ze spetnia ona wszelkie wymogi stawiane pracom
doktorskim okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20.07.2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U.2023.742 tj. z dnia 2023.04.20) i wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr inz.
Katarzyny Nadziei Grzyb do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczes$nie biorgc
pod uwage wartos¢ otrzymanych wynikow, ich aktualno$é oraz wysoki poziom nowosci

naukowej stawiam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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