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Rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Michaliny Grzesik
pt.:,, Antyoksydacyjne wtasciwosci polifenoli i zwigzkéw syntetycznych”
wykonanej w Zaktadzie Biochemii Analitycznej Uniwersytetu Rzeszowskiego pod kierunkiem

dr hab. Izabeli Sadowskiej-Bartosz, prof. nadzw. UR

Antyoksydanty pochodzenia roslinnego zdominowaty o ostatnich dwéch dekadach badania nad
zywnoscig, problemem zdrowego zywienia i profilaktykga choréb cywilizacyjnych. Szczegdlnie czesto
badanymi zwigzkami sg tu polifenole, ktérych liczbe okresla sie obecnie na ok. 8 000. Prowadzone prace
koncentrujg sie szczegdlnie na ich wtasciwosciach przeciwutleniajgcych, co doskonale wpasowuje sig
w tematyke badarn nad udziatem stresu oksydacyjnego w powstawaniu wielu choréb. Wyniki licznych
badari biochemicznych, klinicznych i epidemiologicznych dobrze dokumentujg korzystny wptyw
roélinnych polifenoli dietarnych na profilaktyke i przebieg takich choréb jak miazdzyca, choroby
nowotworowe, choroby neurodegeneracyjne (Parkinson, Alzheimer, demencja starcza), cukrzyca,
schorzenia uktadu krazenia, schorzenia narzadu wzroku i wiele innych.

Wiekszo$¢ prowadzonych badan jest wykonywana w warunkach in vitro na modelach komérkowych.
Zjawiska i procesy biochemiczne zachodzace w trakcie prowadzenia hodowli komoérkowej s3
powszechnie znane, choé nie zawsze uwzgledniane i brane pod uwage w opracowywaniu wynikow
i formutowaniu wnioskéw z doswiadczen.

Koncepcja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Michaliny Grzesik jest godna uznania. Badania podjete
przez Doktorantke i Pania Promotor doskonale wpisuja sie w tematyke badan prowadzonych w Zakfadzie
Biochemii Analitycznej pod kierunkiem Pani dr hab. Izabeli Sadowskiej-Bartosz, prof. nadzw. UR.

Praca Pani mgr inz. Michaliny Grzesik dotyczy oceny wiasciwosci antyoksydacyjnych grupy wybranych
polifenoli i zwigzkéw syntetycznych. Wykonana zostata analiza procesu wigzania jonéw zelazawych do
badanych polifenoli oraz ocena wptywu tego zjawiska na wiasciwosci antyoksydacyjne. Zaproponowano
mechanizm procesu wytwarzania nadtlenku wodoru przez stosowane antyoksydanty.

Ocena strony formalnej i poprawnosci struktury pracy

Przedstawiona do oceny dokumentacja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Michaliny Grzesik liczy 79

stron, na ktére sktada sie Wykaz stosowanych skrétéw, Informacje wprowadzajqce zawierajgce wykaz
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zrodet finansowania doktoratu, dorobek publikacyjny Autorki oraz Jej udziat w projektach badawczych (3
strony), nienazwana czes$¢, ktérg mozna potraktowaé jako Omdwienie wynikéw (21 stron), Oswiadczenia
wspotautordw (6 stron) oraz kopie trzech publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej (45
stron).

Z lektury o zrédtach finansowania dowiadujemy sie, ze praca byta finansowana z jednej celowe;j
dotacji wydziatowe] dla uczestnikdw studiow doktoranckich oraz z jednego projektu Narodowego
Centrum Nauki MAESTRO.

Na catkowity dorobek publikacyjny Doktorantki sktada sie siedem prac eksperymentalnych,
wszystkie wieloautorskie, z ktérych trzy stanowig podstawe rozprawy doktorskiej. Wszystkie publikacje
sq pracami z listy JCR i zostaty opublikowane w okresie 3 lat (2017-2019), a ich tgczny Impact factor
wynosi 31,11; 250 punktéw MNiSW. W trzech pracach stanowigcych podstawe rozprawy pani mgr inz.
M. Grzesik jest pierwszym autorem. Zostaty one opublikowane w ciggu 2 lat (2018-2019) a ich tgczny
Impact factor ma warto$¢ 14,838; 120 punktdw MNiSW. Doktorantka jest ponadto wspétautorkg 5
doniesien zjazdowych, we wszystkich jako pierwszy autor. Brata udziat jako wykonawca/asystent
naukowy w 4 projektach badawczych.

Z przedstawionych os$wiadczen wspétautoréw wynika, ze wktad Doktorantki we wszystkich trzech
pracach eksperymentalnych wynidst 50%.

Omowienie wynikdéw liczace 21 stron zawiera: Streszczenie, Wstep, Cel pracy, Metody, Wyniki,
Dyskusje i Whnioski. Napisane jest w oparciu o 33 odnosniki literaturowe, z ktérych 16 pochodzi
z ostatnich 10 lat.

Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Michaliny Grzesik obejmuje cykl 3 powigzanych tematycznie
publikacji. Taka forma rozprawy doktorskiej jest zgodna z wymogami art. 13 p. 2 znowelizowanej Ustawy
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, ktéry méwi, ze
»Rozprawa doktorska moze mie¢ forme [...] spdjnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych lub
przyjetych do druku w czasopismach naukowych, okreslonych przez ministra wtasciwego do spraw
nauki”. Sg to nastepujace prace:

1. Grzesik M., Naparlo K., Bartosz G., Sadowska-Bartosz I. (2018). Antioxidant properties of catechins:
Copmarison with other antioxidants. Food Chemistry 241: 480-492 (IF,q13 = 4,946; Punkty MNiSW = 40),

2. Grzesik M., Bartosz G., Dziedzic A., Narég D., Namies$nik J., Sadowska-Bartosz 1. (2018). Antioxidant
properties of ferrous flavanol mixtures. Food Chemistry 268: 567-576 (IF;9;5 = 4,946; Punkty MNiSW = 40),

3. Grzesik M., Bartosz G., Stefaniuk 1., Pichla M., Namie$nik J., Sadowska-Bartosz 1. (2019). Dietary antioxidants
as a source of hydrogen peroxide. Food Chemistry 278: 692-699 (IF,g153 = 4,946; Punkty MNiSW = 40).

Wszystkie trzy prace zostaty opublikowane w Food Chemistry, dobrze impaktowanym czasopismie z listy
JCR w krotkim, dwuletnim okresie czasu i stanowig zwartg, konsekwentnie rozwijang tematyke. Taka
forma przedstawienia doktoratu znacznie utatwia prace recenzentowi i stawia go w dos¢ komfortowe;j
sytuacji, bowiem zbytnia polemika z przedstawianymi w pracy wynikami, ich forma prezentacji czy

dyskusja mogtaby by¢ poczytana w kategoriach pewnej nieskromnosci.
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Gtéwny cel rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. M. Grzesik, jakim byta ocena antyoksydacyjnych
wiasciwosci wybranych polifenoli i zwigzkéw syntetycznych zostat rozbity na 4 cele czgstkowe:

1. Poréwnanie wiasciwoséci antyoksydacyjnych wybranych zwigzkéw obecnych w Zzywnosci
i antyoksydantéw syntetycznych z wzorcowymi, endogennymi antyoksydantami,

2. Ustalenie, czy wyselekcjonowane zwigzki o wtasciwosciach antyoksydacyjnych wykazujg dziatanie
prooksydacyjne,

3. Ocena wtasciwosci antyoksydacyjnych mieszanin flawanoli z zelazem,

4. Poréwnanie generacji nadtlenku wodoru przez ponad 50 naturalnych i syntetycznych
antyoksydantéw oraz dokonanie wgladu w mechanizm tego zjawiska.

Pierwszy cel badawczy zostat zrealizowany i przedstawiony w pierwszej publikacji wchodzacej
w sktad rozprawy. Do badan Doktorantka uzyta szerokiej gamy 30 zwigzkdéw; 10 flawonoidéw oraz 20
innych powszechnie uzywanych do tego typu badan zwigzkéw organicznych, w tym réwniez endogennie
wystepujacy glutation, kwas askorbinowy i kwas moczowy. Wiekszo$¢ badarn zostata przeprowadzona
w ukfadzie bezkomdrkowym, do badan w modelowym uktadzie komérkowym Doktorantka wybrata
erytrocyt. Wybor erytrocytu do tych badan wydaje sie stuszny, cho¢ ostatnio coraz czesciej badacze
siegajg do odpowiedniej, dedykowanej dla okreslonych doswiadczenn sprawdzonej linii komdrkowej.
Chciatbym pozna¢ opinie Doktorantki w kwestii, co przemawiato za wyborem erytrocytu do uktadu
komorkowego stosowanego w doswiadczeniach opisanych w dwdch pierwszych publikacjach. Planowane
badania nie wymagaty stosowania zaawansowanych technik analizy fizykochemicznej. Doktorantka uzyta
dobrze dobranych, nieskomplikowanych testow spektrofotometrycznych mierzac proces redukcji
rodnikéw ABTS”, zdolno$¢ redukcji jondw zelazowych metodg FRAP, test hamowania utleniania
dihydrorodaminy 123 oraz test ochrony fluoresceiny przed utrata fluorescencji. Jako bardzo trafny
w opinii recenzenta jest wybor czynnikéw utleniajacych stosowanych w tych badaniach. Autorzy wybrali
SIN-1, ktéry uwalnia nadtlenoazotyn oraz podchloryn sodu; obydwa te zwigzki powstajg w organizmie
w warunkach fizjologicznych. Podchloryn posiada dobrze udokumentowane wtasciwosci hemolityczne,
nadtlenoazotyn z kolei jest uznanym silnym utleniaczem a jego udziat w wielu procesach fizjologicznych
oraz w patogenezie wielu schorzer jest w dalszym ciggu nie do korica wyjasniony.

Dwa kolejne cele badawcze jakie postawita sobie Doktorantka byly realizowane w trakcie
wykonywania drugiej publikacji. Dotyczy ona wcigz bardzo aktualnego problemu, czy uznane,
sprawdzone i czesto stosowane (np. jako suplementy diety, kosmetyki) przeciwutleniacze nie moga
w pewnych warunkach wykazywa¢ wiasciwosci prooksydacyjnych. Wydaje sig rowniez, ze zdolnos¢ do
wiazania i tworzenia komplekséw z jonami metali ziem przejsciowych, gtéwnie jonami zelaza, moze miec
znaczacy wptyw na wiasciwosci przeciwutleniajace flawanoli, moze zmieniac ich strukture, a co za tym
idzie aktywnos¢ biologiczng tak powstatych komplekséw. Jako materiat do tych badan Doktorantka
wybrata pie¢ flawanoli. Podobnie jak w pierwszej publikacji badania prowadzone bylty w uktadzie

bezkomérkowym oraz w modelu komérkowym z uzyciem erytrocytu. W pracy tej, obok powszechnie
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stosowanych testow spektrofotometrycznych zostaly zastosowane trzy, wysoce zaawansowane techniki
analizy fizykochemicznej. Stechiometria tworzenia kompleksow flawanoli z jonami zelaza byta badana
przy uzyciu spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera FTIR. Topografia badanego materiatu
byta z kolei analizowana przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego, a $rednica
hydrodynamiczna powstajacych czasteczek polifenoli z przytgczonymi jonami zelaza byta wyznaczana
technika spektroskopii korelacji fotondw. Uzycie tych zaawansowanych technik, w opinii recenzenta, byto
wyjatkowo uzasadnione a pozyskane wyniki wydajg sie doskonale uzupetniac i nie budzg zastrzezen.

Autorzy w tej pracy zwrdcili uwage na czesto podnoszony problem nabywania przez kompleksy
z jonami zelaza pseudoenzymatycznej aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowe] i katalazowej, mogace;j
w znacznym stopniu wptywac na jakos¢ wynikow, ktore niedostatecznie interpretowane mogg prowadzic
do mylnych wnioskow.

Czwarty cel badawczy, jaki postawita sobie Doktorantka byt realizowany w trzeciej, zdaniem
recenzenta najciekawszej publikacji. Praca dotyczyta procesu generacji nadtlenku wodoru w procesie
samoutleniania flawonoidéw i innych organicznych zwigzkdw uznanych jako antyoksydanty. Zjawisko to,
podobnie jak w przypadku nabywanie pseudodysmutazowych i pseudokatalazowych wiasciwosci jest
dobrze udokumentowane, nie zawsze jednak poswieca mu sie dostateczng uwage planujgc badania. Do
realizacji przedstawionego celu Doktorantka uzyta 54 rdéinych, powszechnie stosowanych
przeciwutleniaczy. Po przeprowadzeniu prostego testu z uzyciem oranzu ksylenowego do dalszych badan
wybranych zostato 27 sposréd nich. Generowanie nadtlenku wodoru byto okreslane w kilku,
standardowych mediach hodowlanych uzywanych do hodowli komérek zwierzecych oraz drozdzy.
Autorzy zaproponowali mechanizm wytwarzania nadtlenku wodoru jako dwuetapowy proces (i) reakcji
jednoelektronowego utleniania polifenolu do rodnika semichinonowego a nastepnie (ii) reakcji
jednoelektronowego utleniania tego rodnika. Zastosowanie w tym badaniu czutej i dajacej jednoznaczne
wyniki techniki elektronowego rezonansu paramagnetycznego EPR budzi zaufanie i sktania do uznania tej
tezy. Uzupetnieniem badan prowadzonych w tej pracy byto zastosowanie modelu komérkowego, gdzie
wybér padt na komérki linii raka prostaty DU-154. W tym miejscu prositbym Doktorantke o informacje,
czy jakie$ szczegdlne wzgledy miaty wptyw na wybor akurat tej linii komérkowej.

Dwukrotnie w oméwieniu wynikéw i jeden raz w publikacji pojawia sie stwierdzenie, ze dodatek
cytryny do herbaty jest wskazany zaréwno jesli chodzi o zminimalizowanie produkcji nadtlenku wodoru
jak i dodatkowo dostarcza cennego askorbinianu. Nie zapominajmy jednak, co nie zostato moim zdaniem
dostatecznie wyartykutowane, aby cytryna nie byta obecna w trakcie naparzania herbaty, kiedy obecne
sq jeszcze liscie, co moze prowadzi¢ do zwiekszonej ekstrakcji zwigzkéw glinu niekoniecznie wskazanych
dla organizmu cztowieka.

Na zakonczenie Doktorantka formutuje 6 wnioskéw koncowych, ktérych liczba, zgodnie z dobrg
praktyka pisania rozpraw doktorskich, w przyblizeniu odpowiada liczbie postawionych celow

badawczych. Sg one trafnym podsumowaniem uzyskanych wynikéw i trudno sie z nimi nie zgodzic.
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W opinii recenzenta najcenniejszymi wynikami prezentowanej pracy, oprécz dokonania rzetelnej analizy
szerokiej gamy zwigzkow pod katem ich wiasciwosci antyoksydacyjnych jest wykazanie, ze:

1. Wigzanie stechiometrycznych ilosci Fe?* przez flawanole nie obniza w istotnym stopniu ich

wtasciwosci antyoksydacyjnych,

2. Kompleksy flawanoli z jonami Fe®* nie wykazuja pseudoenzymatycznych aktywnosci dysmutazy

ponadtlenkowej i katalazy,
3. Wytwarzanie nadtlenku wodoru ma wktad w cytotoksycznos$¢ niektérych flawonoidéw wobec
komérek w hodowli in vitro.
Ocena strony edytorskiej rozprawy

W opinii recenzenta strona edytorska rozprawy zastuguje na wyréznienie. Na szczegdlng uwage
zastuguje fakt wyjgtkowej starannosci jezykowej, jakg wykazata sie Doktorantka podczas pisania pracy.
Staranno$¢ ta dotyczy zaréwno strony gramatycznej, sktadniowej i stylistycznej oraz formatowania
tekstu, ktory jest konsystentny i cechuje sie bardzo dobrg spdjnoscia. Rozprawa zostata napisana bardzo
dobra polszczyzng, co daje duzy komfort w trakcie czytania. Pomimo, ze bardzo sig staratem udato mi sig
wychwyci¢ tylko 2 literéwki oraz kilka niescistosci i uchybieri edytorskich. Uwagi te nie wptywaja na
ogdblng ocene pracy, a petng ich liste przekazatem Doktorantce w oddzielnym zestawieniu.

Publiczna obrona rozprawy doktorskiej i przedstawienie niezaleznych recenzji jest doskonatg okazjag
do oceny zyciorysu naukowego Doktorantki oraz Jej dorobku naukowego i publikacyjnego. Pani mgr inz.
Michalina Grzesik jest autorem 7 publikacji, wszystkie z listy JCR. W trzech jest pierwszym autorem
a ich taczny wspétczynnik oddziatywania wynosi 31,11 (250 punktéw MNiSW). Tak punktowany dorobek
naukowy jest czesto wystarczajagcy w osiggnieciach naukowych zgtaszanych na stopiern doktora
habilitowanego.

Z zyciorysu naukowego, o ktory poprositem Doktorantke wynika, ze od pazdziernika 2016 roku jest
Ona uczestnikiem Stacjonarnych Studiéw Doktoranckich. W mysl obowigzujgcego Rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z 2013 r., doktorant jest zobowigzany zamknga¢ przewdd doktorski
obrona w czasie nie krétszym niz 2 lata i nie dtuzszym niz 4 lata. W tym kontekscie wynik, jaki osiggneta
Pani mgr inz. Michalina Grzesik wydaje sie by¢ rekordowy. Z cata pewnoscia, jestem o tym przekonany,
mogta Ona liczy¢ na duzg pomoc merytoryczna, organizacyjng i wsparcie ze strony Pani Promotor. Jednak
bez ogromnego zaangazowania wtasnego, pracowitosci, determinacji i sumiennosci, zrealizowanie catego
programu studiéw doktoranckich w tak krétkim czasie bytoby trudne do wykonania.

Podsumowanie recenzji i wnioski koricowe

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Michaliny Grzesik pt. ,Antyoksydacyjne wtasciwosci polifenoli
i zwigzkéw syntetycznych” stanowi oryginalne rozwigzanie probleméw naukowych. Praca dotyczy
waznego tematu i moze mie¢ implikacje zaréwno w projektowaniu modelu zdrowego zywienia,
zapobieganiu choréb cywilizacyjnych jak réwniez ma aspekt metodyczny mogacy by¢ pomocny w pracach

laboratoryjnych. Jest poprawna metodologicznie, doswiadczenia zostaty prawidtowo zaprojektowane
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i przeprowadzone zgodnie ze standardami rzemiosta naukowego. Analiza otrzymanych wynikéw jest
przeprowadzona prawidtowo, a wnioski zostaty wtasciwie sformutowane. Dyskusja wynikéw
przeprowadzona przez Doktorantke $wiadczy o duzym oczytaniu w aktualnej literaturze fachowej, jest
przeprowadzona krytycznie i szczegétowo. Uzyskane wyniki mogg stanowi¢ doskonaty inspiracje do
kontynuowania dalszych badan w tej tematyce.

W zwigzku z powyiszym stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr
inz. Michaliny Grzesik spetnia wszystkie ustawowe wymagania do uzyskania stopnia doktora, zgodnie
z art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami). Pozwalam sobie przedstawic
Wysokiej Radzie Woydziatu Biologiczno-Rolniczego, Uniwersytetu Rzeszowskiego, wniosek
o dopuszczenie Pani mgr inz. Michaliny Grzesik do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na wysoka merytoryczng ocene pracy, znaczny dorobek publikacyjny i bogaty zyciorys

naukowy Doktorantki zwracam sie do Wysokiej Rady o wyrdznienie niniejszej rozprawy doktorskie;j.

Z powazaniem,
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Prof. dr hab. Mirostaw Sogiyﬁski



