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jako promotora pomocniczego

Dobér i znaczenie tematu

Dynamiczny wzrost wsrod spoteczeristw wielu krajow zachorowalnosci na réznego
typu schorzenia dieto zaleine, jak otytos¢, cukrzyca typu 2, choroby uktadu naczyniowo-
sercowego czy nowotwory wymusza podjecie intensywnych dziatan profilaktycznych,
polegajacych gtownie na propagowaniu zmiany trybu zycia oraz diety.

W profilaktyce tych choréb istotng role moga odgrywacé sktadniki zywnosci lub produkty jej
degradacji w przewodzie pokarmowym, ktdére przejawiaja zdolno$é oddziatywania na
procesy fizjologiczne naszego organizmu. Do takich sktadnikdw zywnosci mozna zaliczy¢
aktywne biologicznie peptydy uwalniane z biatek w wyniku enzymatycznej ich hydrolizy,
ktora ma miejsce zaréwno w warunkach in vivo w przewodzie pokarmowym, jak rowniez w
warunkach in vitro w procesach prowadzonych w skali przemystowej. Peptydy te moga
przejawiac rozng aktywnosc¢ biologiczng, w tym antyoksydacyjna, antymikrobiologiczna,
opioidowg czy antynowotworowa. Ich bioaktywnos¢ zwigzana moze by¢ tez ze zdolnoscig
hamowania niektorych enzymoéw uczestniczacych w waznych procesach fizjologicznych, jak

konwertaza angiotensyny |, a-glukozydaza, amylaza, peptydaza dipeptydylowa DPP-4 czy



endopeptydaza prolilowa. Enzymy te moga przyczyniac sie do rozwoju nadcisnienia,
cukrzycy czy tez schorzen neurodegeneracyjnych.

Potencjat biatek zywnosciowych jako prekursorow takich peptydow jest bardzo
zréznicowany, a jego ocena wymaga eksperymentalnej weryfikacji.

Podjeta wiec przez Doktorantke tematyka badawcza dotyczaca oceny mozliwosci
pozyskiwania z biatek, pochodzacych z mato jeszcze wykorzystywanego pod tym katem
Zrédta, jakim sg ziarniaki owsa, bioaktywnych peptydow, w tym szczegolnie waznych z
punktu widzenia profilaktyki zespotu metabolicznego, jest niezwykle aktualna, waina i

potrzebna.

Ocena strony formalnej rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Moniki Anny Pliszki obejmuje
258 strony tekstu, z ktorych 26 przypada na spis literatury przedstawionej w porzgdku
alfabetycznym, ale bez numeracji. Jest to literatura niezwykle bogata, ktéra w wiekszosci
pochodzi z ostatniej dekady lat. Uktad pracy jest klasyczny, sktada sie ona z siedmiu
gtéwnych rozdziatow (przeglad pismiennictwa, cel pracy, materiaty i metody, omodwienie i
dyskusja wynikéw, oraz podsumowanie, stwierdzenia i wnioski koncowe, a takze literatura i
zatgczniki zawarte na 76 stronach w postaci 7 bardzo rozbudowanych tabel zawierajacych
szczegotowe wyniki badan. Ponadto, w pracy zamieszczono streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz objasnienie uzywanych w tekscie rozprawy skrotéw i symboli.
Uzyskane w toku realizacji badan wyniki zostaty przedstawione w formie 17 tabel i 15
rysunkow. Szkoda jednak, ze w pracy nie podano ich spisu, co utatwitoby czytelnikowi
szybsze odnajdywanie w pracy okreslonego dokumentu. Wyciggniete na podstawie badan
wnioski zawarto w podsumowaniu pracy. Tytut rozprawy dobrze oddaje tresé i zakres

wykonanych badan. Od strony edytorskiej praca jest bardzo dobrze przygotowana.

Ocena merytoryczna rozprawy

Pierwszy rozdziat pracy zatytutowany ,Przeglad pismiennictwa” liczy 34 strony.

Rozdziat ten jest ztozony z siedmiu podrozdziatow, zatytutowanych:1.Wstep, 2.0wies-

informacje wstepne, 3.Charakterystyka ziarniakow owsa, 4. Biatka zywnosci jako prekursory



biologicznie aktywnych peptyddw, 5. Peptydy pochodzgce z biatek zywnosci w profilaktyce
zespotu metabolicznego, 6. Metody komputerowe w badaniu biatek i peptydow zywnosci 7.
Metody trawienia INFOGEST. W mojej opinii liczba tych podrozdziatow jest dosé duza, mozna
by byto jg ograniczy¢ do czterech zasadniczych, f3czgc trzy pierwsze z nich pod hastem
charakterystyki surowca i jego biatek i przenoszac 7. podrozdziat czesciowo do rozdziatu
zawierajgcego opisy metod badawczych, a czesciowo do dyskusji. Moja uwaga ma de facto
charakter techniczny i nie wptywa na odbidr tresci merytorycznej tego rozdziatu, co do
ktdrej nie mam zastrzezerr. Rozdziat ten stanowi znakomity przeglad literatury dotyczacej
zagadnien zwigzanych z podjetg w pracy tematyka badawczg. Doktorantka na wstepie
opisata w nim znaczenie owsa jako zboza wainego dla gospodarki wielu krajow na swiecie
oraz dokonata w nim petnej charakterystyki jego biatek. Szczegdlng uwage poswiecita
bioaktywnym peptydom pochodzgcym z biatek zywnosci, ktdre sg od lat wiodgcym tematem
badawczym jednostki, w ktorej realizowata ona swoje badania. Omodwita biopeptydy
przejawiajgce rézne aktywnosci, a szczegdlnie te, ktdre moga miec istotne znaczenie w
prewencji syndromu metabolicznego. Przedstawita rowniez wykorzystanie metod
komputerowych w analizie biopeptyddw, a takze sposob ich pozyskiwania metoda hydrolizy
prowadzonej wg protokotu INFOGEST.

Do napisania tej czesci rozprawy Doktorantka wykorzystata bogata i bardzo aktualng
literature Zrodtowa, co potwierdza duzy wktad jej pracy i znakomite przygotowanie sie do
podjecia przedmiotowych badan.

W tak obszernym opracowaniu nie sposéb jednak uniknac¢ pewnych niedociggniec czy tez
pomytek, jak np. na stronie 32, gdzie stwierdzono, ze peptydy z dyni figolistnej wykazujg
zdolnos¢ hamowania a- glukozydazy , gdy tymczasem chodzi o peptydy uwolnione z biatek
serwatkowych pod wptywem proteazy pozyskanej z tej dyni (cyt. Babij i in.2014). Inne
niefortunne okreslenia to na stronie 33 : ,W hydrolizatach pochodzenia zwierzecego...”

lub ,w hydrolizacie produktu ubocznego powstatego z zottka jaja”, na stronie 48: ,Otrzymane
wyniki analizowano za pomocg metod elektroforetycznych, chromatograficznych ...”.

W kolejnym rozdziale zostat przedstawiony cel badan, ktorym byto scharakteryzowanie
hydrolizatow i peptydow biatek ziarniakow owsa, uwolnionych z nich w warunkach ex vivo i z
wykorzystaniem uktadu hybrydowego in silico : in vitro, pod katem ich wiasciwosci
fizykochemicznych i biochemicznych oraz aktywnosci biologicznych, szczegdlnie tych , ktére sa

istotne w hamowaniu enzymow sprzyjajgcych rozwojowi zespotu metabolicznego.
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Na podstawie przedstawionego celu Doktorantka postawita 3 hipotezy badawcze, w
ktérych generalnie zatozyta, ze wsrdd produktdw prowadzonych procesow hydrolizy biatek
owsa ujawnig sie peptydy o przewidywanych aktywnosciach biologicznych o potencjalnym
dziataniu profilaktycznym w zespole metabolicznym, w tym peptydow hamujacych DPP-IV,
ACE i a-glukozydaze oraz peptydow przeciwutleniajgcych. Moim zdaniem mozna byto
sformutowac jedna hipoteze ujmujaca tresci zawarte w 3 punktach/hipotezach.

W nastepnym rozdziale, pt. ,Materiaty i metody” Doktorantka wychodzac od
przedstawienia schematu catego doswiadczenia opisata stosowane w pracy metody
badawcze. Na uznanie zastuguje bardzo szeroki program badan zaprojektowanych w sposob
niezwykle kompleksowy, obejmujgcy prowadzenie hydrolizy pozyskanego z ziarniakow owsa
substratu biatkowego zarowno w warunkach ex vivo, jak i in vitro , a takze wiaczajacy analize
in silico, dzieki ktérej mozliwa byta ocena na podstawie struktury pierwszorzedowej biatek ich
potencjatu jako prekursoréw biopeptyddw, jak réwniez w warunkach symulowanej hydrolizy
z wykorzystaniem najwazniejszych enzymoéw trawiennych wskazanie na mozliwos¢ uwalniania
z ich sekwencji takich produktow.

W programie swoich badafn Doktorantka konsekwentnie wydzielita 3 etapy, ktdre
zatytutowata: etap badan wstepnych, etap badan in silico i etap badan in vitro. Dlatego tez
przyjeta konwencje opisu zadan badawczych, a nie grupowania wykorzystywanych w catej
pracy metod badawczych. Niewatpliwie taka forma moze by¢ bardziej dogodna przy
przygotowywaniu na podstawie rozprawy publikacji naukowych. Dla czytelnika jest jednak
czasami trudniejsza, gdyz wymaga szukania opisu okreslonej metody w innych podrozdziatach
tej czesci pracy doktorskiej. Niemniej ilos¢ jak i roznorodnos¢ metod stosowanych przez
Doktorantke jest imponujagca. W toku badan wykorzystywata metody preparatywne,
analityczne, bioinformatyczne oraz bardzo nowoczesne techniki analizy instrumentalnej, jak
wysokosprawna  chromatografia cieczcowa z odwrdconymi fazami  sprzezona
z spektrometrig mas (LC-MS/MS) z dwoma detektorami tj. z putapkg jonowag LC-IT-MS/MS oraz
z kwadrupolowym analizatorem czasu przelotu (LC-Q-TOF-MS/MS). Potwierdza to, Ze
znakomicie opanowata ona bardzo szeroki warsztat badawczy. Swiadczy to tez o jej wielkim
zaangaZowaniu i pracowitosci.

Do tej czesci rozprawy mam tylko jedng uwage, ktéra dotyczy nie najtrafniejszego
sformutowanie podtytutu 3. 5 Metody laboratoryjne, lepiej bytoby uzy¢ okreslenia metody

analityczne .



Rezultaty przeprowadzonych badan zostaty przez Doktorantke wnikliwie omoéwione w

kolejnym, liczacym 66 stron, rozdziale zatytutowanym ,Omowienie i dyskusja wynikow”.
Dokumentacja badan zostata bardzo starannie przedstawiona w formie 17 tabel oraz 15
rysunkéw. We wstepnym etapie badan Autorka przeprowadzita hydrolizg biatek owsa w
warunkach symulowanego ukfadu trawiennego z wykorzystaniem ludzkich sokow
trawiennych. Badania te realizowane w warunkach ex vivo majg bardzo nowatorski charakter,
a ich rezultaty sg najbardziej zblizone do stanu majgcego miejsce w warunkach przewodu
pokarmowego cztowieka in vivo. W ich wyniku Doktorantka stwierdzita w otrzymanych
hydrolizatach tak po etapie trawienia okreélonego jako ,zotadkowy” jak i ,Zotadkowo -
jelitowy” aktywnos¢ inhibitorowa wobec konwertazy angiotensyny I. W drugim etapie badan
prowadzonych in silico z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych dostgpnych w bazie
BIOPEP -UWM (stworzonej przez zespot pracownikow macierzystej jednostki Doktorantki
i szeroko wykorzystywanej przez naukowcow w catym Swiecie) i korzystajac z dostgpnych
programéw komputerowych Autorka wykazata w strukturze pierwszorzedowej 115. biatek
owsa sekwencje potencjalnych biopeptydéw zaréwno przeciwutleniajacych, jak i hamujacych
aktywnos¢ enzymow DPP-IV i ACE i okreélita czestos¢ ich wystepowania. Stwierdzita przy tym
zréznicowang liczbe takich sekwencji wsrod poszczegolnych biatek.
Przeprowadzona nastepnie hydroliza in silico globulin i innych biatek ziarniakow owsa pod
wptywem samej pepsyny oraz nastepczego dziatania trzech proteaz: pepsyny, trypsyny i
chymotrypsyny potwierdzita zmienng wsréd tych biatek zdolno$¢ do uwalniania aktywnych
biologicznie peptyddw o okreslonej bioaktywnosci.

Doktorantka prowadzac dalej badania nad hydroliza biatek owsa zastosowata protokot
INEOGEST zaproponowany w ramach programu COST FA 105. Proces ten prowadzita w
warunkach in vitro, ale symulujgcych procesy trawienne zachodzace w przewodzie
pokarmowym cztowieka, stosujac w nim dwa komercyjne preparaty enzymatyczne pepsyng i
Corolase PP (stanowiacy mieszanine enzyméw trzustkowych swini). Ten etap badan stanowi
dopetnienie dwdch pierwszych etapdw, ale tez weryfikuje uzyskane w nich rezultaty. W toku
jego realizacji monitorowata przebieg hydrolizy wykorzystujgc w analizie hydrolizatéw
frakcjonowanie metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie odwroconych
faz RP-HPLC oraz rozdziaty elektroforetyczne, w tym elektroforeze dwukierunkowsa, a takze
oznaczajac w nich lub w ich frakcjach uzyskanych w wyniku frakcjonowania na membranach

aktywno$¢ przeciwutleniajgcg oraz inhibitorowa wobec enzymow: ACE, DPP-IV i a-
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glukozydazy. Badania te potwierdzity uwalnianie z biatek ziarniakow owsa produktow o
wymienionych aktywnosciach na wszystkich etapach trawienia in vitro.

Finalnym etapem badan Doktorantki byta identyfikacja w otrzymanych hydrolizatach
wybranych na podstawie analizy in silico bioaktywnych peptydow.
Prowadzitaja  z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwrdéconymi
fazami sprzezonejze spektrometrig mas z putapka jonowg (LC-IT-MS/MS) oraz z kwadrupolem
i analizatorem czasu przelotu (LC-Q-TOF-MS/MS). Pozwolita ona zidentyfikowal przy
zastosowaniu tych technik odpowiednio 9i 12 peptyddw o akiywnosci hamujgcej DPP-1V i ACE
i/lub aktywnosci przeciwutleniajacej. Przeprowadzone badania potwierdzajg istotne rdznice
w ocenie mozliwoéci pozyskiwania biopeptyddw z biatek na drodze hydrolizy symulowanej i
rzeczywistej.

Podsumowujac cze$é eksperymentalng pracy stwierdzam, ze zakres wykonanych
badaf nad hydroliza biatek ziarniakéw owsa prowadzong w warunkach ex vivo oraz z
wykorzystaniem uktadu hybrydowego obejmujacego procesy in silico i in vitro byt ambitny i
bardzo szeroki. Uzyskane w trakcie ich realizacji wyniki potwierdzajg, ze Doktorantka
catkowicie osiggneta postawiony na wstepie pracy cel. Wyniki jej badan sq bardzo cenne i
stanowig waine uzupetnienie zgromadzonej dotychczas wiedzy na temat biopeptydow
uwalnianych z biatek owsa.

Jednoczeénie z omawianiem wynikow badan Doktorantka prowadzita ich dyskusje na tle
literatury $wiatowej. W mojej ocenie korzystniej by byto wydzielenie jej jako osobnego
rozdziatu. Niemniej jej poziom jest bardzo dobry, co jeszcze raz potwierdza znakomite jej
rozeznanie w literaturze przedmiotu. Ta czes$¢ pracy jak i pozostate rozdziaty napisane sg
bardzo dobrym jezykiem. W tescie tego rozdziatu zdarzaja sie tylko nieliczne niedociggnigcia
jak np. w cytowaniu literatury (str.78 zamiast: Iwaniak i in. 2018; Iwaniak i in. 2018 ~ powinno
by¢ Iwaniak i in. 2018 a,b) lub pominigcie w wykazie literatury cytowanej na str. 114 pozycji —
Bidasolo i in.2012 , czy tez niepoprawne sformutowania jak na stronie 122 : ,Preferencyjnie
rozszczepia ona C-koniec po Phe i Leu” — lepiej: enzym preferencyjnie rozszczepia wigzanie
peptydowe -utworzone od strony grupy karbonylowej przez Phe j Leu lub -po C-koncowej
stronie Phe i Leu.

Rozdziat 5. rozprawy stanowi jej podsumowanie. Nosi on zfozony tytut ,Podsumowanie,
stwierdzenia i wnioski koricowe”. Zawarte sg w nim fragmenty o charakterze streszczenia

pracy, dyskusji (z cytowaniem literatury) oraz wiasciwych whnioskow przedstawionych w 10
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punktach. Uwazam, ze w podsumowaniu rozprawy wystarczajgce jest wypunktowanie
konkretnych wnioskéw. Niektére z nich jak np. wniosek 7 jest mato precyzyjny. Niemniej
pozostate wnioski sg jednoznacznie sformutowane i w petni znajdujg uzasadnienie w wynikach
uzyskanych w toku badan. Potwierdzaja one tez wysokg warto$¢ poznawcza pracy, a takze

wskazujg na mozliwosc ich praktycznego wykorzystania.

Whniosek koncowy

W podsumowaniu przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej mgr inz. Moniki
Anny Pliszki pt. ,Charakterystyka i identyfikacja biologicznie aktywnych produktéw hydrolizy
biatek owsa (Avena sativa L.) w aspekcie profilaktycznego dziatania w chorobach zespotu
metabolicznego” stwierdzam, e moja ocena jest w petni pozytywna. Wartos¢ naukowa tej
rozprawy jest bardzo wysoka. Stanowi ona oryginalne i bardzo wartosciowe dziefo, ktorego
wyniki przyczyniaja sie do istotnego poszerzenia wiedzy na temat aktywnych biologicznie
peptydow pochodzacych z biatek zywnosciowych. Rozprawa ta w catej rozciggtosci spetnia
wymogi stawiane dysertacjom doktorskim okreslone w art.13 ust.1 Ustawy z dn. 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule
naukowym w zakresie sztuki (Dz.U., Nr 65, poz.595, z p.zm.).
Zwracam sie zatem z wnioskiem do Wysokiej Rady Dyscypliny Technologii Zywnosci i
Zywienia Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie mgr inz. Moniki
Anny Pliszki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie, uwzgledniajac wysoka wartos¢ naukowa dysertacji, jej nowatorski
charakter oraz niezwykte zaangazowanie i samodzielnos¢ badawczg Doktorantki, zwracam
sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Technologii Zywnosci i Zywienia z wnioskiem o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Moniki Anny Pliszki.

Wroctaw, 17.12. 2019 r.




