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w chorobach zespotu metabolicznego”

Owies siewny (Avena sativa L.), nalezy do rodziny wiechlinowatych (Poaceae), jest
jednym z najpopularniejszych zbéz uprawianych na swiecie. Do niedawna owies byt zbozem
typowo pastewnym, jednak w ostatnich latach wykorzystania ziarna na cele konsumpcyjne w
krajach Unii Europejskiej znacznie wzrosto. Wieksze zainteresowanie ziarnami owsa wynika z
powszechnego zainteresowania konsumentdw racjonalnym zywieniem a co jest z tym
zwigzane poszukiwaniem produktéw zawierajgcych substancje o dziataniu prozdrowotnym. W
przypadku ziaren owsa najwiekszg uwage zwracamy na zawarty w nich btonnik, a w
szczegdblnosci jego frakcje rozpuszczalne np. beta glukany. Jednak owies jest rdwniez zrédtem
ttuszczéw, witamin, mineratéw i biatka. Wysoka wartos¢ odzywcza jak réwniez obnizona
alergennos¢ biatek ziarniakdw owsa sprawiajg, ze cieszg sie one coraz wiekszym
zainteresowaniem $wiata naukowego. Jednym z kierunkdw badan naukowych jest
otrzymywanie bioaktywnych peptydéw z biatek owsa, ktére mogg by¢ wykorzystywane jako
inhibitory enzymdw przyczyniajgcych sie do powstania zespotu metabolicznego. Biatka
roslinne wprawdzie nie sg tak dobrym Zrédtem bioaktywnych peptyddéw jak biatka zwierzece,
jednak nizsze koszty produkcji surowcow roslinnych oraz wieksza ich dostepnos¢ sprawiajg, ze

biatka owsa mogg byc¢ atrakcyjne zarowno dla badan naukowych jak i ewentualnego
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wykorzystania praktycznego. Tematyka podjeta przez Panig mgr inz. Monike Pliszka w

ocenianej pracy doktorskiej bardzo dobrze wpisuje sie w ten nurt badan.

Przedstawiona do oceny rozprawa naukowa obejmuje 258 stron i sktada sie z 6
rozdziatdw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz zatgcznikéw. Tytut pracy zostat
sformutowany poprawnie i zostat zrealizowany w zaplanowanych badaniach. W rozdziale
liczacym 34 strony, zatytutowanym ,Przeglad Literatury”, Autorka zawarta aktualne
informacje o uprawie owsa na swiecie, opisata poszczegdlne sktadniki ziarniakdw owsa, biatka
jako prekursory bioaktywnych peptydéw oraz potencjalne wykorzystanie biologicznie
aktywnych peptydéw w profilaktyce zespotu metabolicznego. W podrozdziale tym
Doktorantka szczegétowo opisata, opierajgc sie na najnowszej literaturze, peptydowe
inhibitory: dipeptydylopeptydazy IV (DPP-1V), a-glukozydazy, enzymu konwertujgcego
angiotensyne | (ACE) oraz peptydy przeciwutleniajgce. W drugiej czesci rozdziatu Doktorantka
scharakteryzowata metody komputerowe wykorzystywane w badaniach biatek i peptydéw
zywnosci. Metody bioinformatyczne, coraz powszechniej stanowig podstawowy warsztat
badawczy naukowcéw, ze wzgledu na niskie koszty ich stosowania potaczone z duzg
skutecznoscig przewidywania obecnosci, profilowania i selekcji bioaktywnych peptyddéw.
Ostatni podrozdziat ,Przegladu literatury” Autorka poswiecita najnowszym metodom
stymulowanego trawienia w organizmie cztowieka w warunkach in vitro. Podsumowujac tg
czes¢ dysertacji doktorskiej, moge stwierdzi¢, ze rozdziat przygotowano w oparciu o bardzo
liczne pozycje literatury, w zdecydowane] wiekszosci opublikowane w ostatnich latach w
indeksowanych czasopismach zagranicznych. Rozdziat ,Przeglad Literatury” jest dobrym
wprowadzeniem w tematyke podjetg w czesci doswiadczalnej pracy doktorskiej, jednak
Autorka nie ustrzegta sie w nim pewnych niedociggniec:

- brak jednolitego sytemu wstawiania odnosnikdw do cytowanych prac ktdre ukazaty
sie w tym samym roku i majg tego samego pierwszego autora np. Udenigwe 2014a — str. 18,
natomiast w spisie literatury nie ma takiej pozycji, natomiast Zhang i in. 2016 (str. 31) moze
by¢ odnosnikiem do dwu pozycji w spisie literatury,

- brak roku przy cytowaniu pracy Sykut -Domaniska — str. 19,

- brak pozycji Sharma i in. 2015, Soni i Soman, 2018 (str. 29): Sell i in. 2013 (str. 30),
Kumariin. 2011, Lee i in. 2002 (str. 33); Garcia i in. 2013 (str. 36); Tovar-Perez i in. 2017 (str.
39), Lipinski i in. 1997 (str. 40) — w spisie literatury;



- aktywnos¢ hamowania a-glukozydazy zamiast ,,a-glukozydaze” (str. 33),

- Kouiin. 2013 zamiast ,,Kou, Gao i in. 2013”,

Cel gtéwny pracy zostat sformutowany poprawnie i klarownie sprecyzowany. W
rozdziale ,Cel pracy” Doktorantka szczegétowo opisata poszczegdlne etapy realizacji celu

gtdwnego a nastepnie sformutowata trzy hipotezy badawcze.

W rozdziale ,Materiaty i metody” Doktorantka opisata materiat badawczy oraz
zastosowane metody analityczne. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze mgr inz. Monika Pliszka
wykorzystata w trakcie wykonywania pracy doktorskiej bardzo szerokie spektrum metod
badawczych. Badania przeprowadzono w warunkach ex vivo oraz z wykorzystaniem modelu

hybrydowego in silico: in vitro. Uzyskane wyniki Autorka poddata analizie statystycznej.

Podczas pisania tego rozdziatu, Doktorantka nie ustrzegta sie pewnych drobnych

bteddéw:

- brak Zrédta pochodzenia niektérych odczynnikdw wykorzystanych w badaniach w
rozdziale ,,Etap badan wstepnych”,

- podanie parametréw wirowania w rpm (str. 53),

- niezrozumiaty zapis ,,dodawano 0,05 biatka s ml substratu pNPG” (str.64)

- brak nastepujgcych pozycji spisie literatury, ktére wykorzystywano tym rozdziale, w:
Ma 2013; Sanchez-Chiang i in. 1987, Minkiewicz i in. 2004; Zhang i in. 2017; Sulistiyani i in.
2016; Dawidowicz i Olszowy 2011; Kyte i Doolitle 1982; Krokhin 2006; Spicer i in. 2007 .

Gtéwna czes¢ rozprawy doktorskiej, czyli rozdziat ,,Omdwienie i Dyskusja Wynikow”,
Autorka podzielita na podrozdziaty zgodnie z wczesniej zaproponowanym uktadem
doswiadczenia. To najdtuzszy i jednoczesnie najciekawszy rozdziat rozprawy doktorskiej. Na
80 stronach Doktorantka szczegétowo opisata poszczegdlne etapy badan, uzyskane wyniki i
udokumentowata je licznymi tabelami i wykresami. Niektére podrozdziaty Pani mgr inz.
Monika Pliszka poprzedzata wstepem teoretycznym, ktdry wprowadzat czytelnika w tematyke
badan jednak w opinii recenzenta niektore z tych informacji powinny znalez¢ sie w rozdziale
Przeglad Literatury (podrozdziat 4.2).

W pierwsze] czesci tego rozdziatu Doktorantka podjeta nowatorskie badania nad
otrzymywaniem peptydéw hamujgcych ACE z biatek ziarniakdw owsa podczas symulowanego

trawienia ex vivo w uktadzie pokarmowym cztowieka we wspodtpracy z Norwegian University



of Life Sciences w As. Najwiekszy stopieri hamowania aktywnosci konwertazy angiotensyny
uzyskata w prébce poddanej trawieniu zotgdkowo-jelitowemu.

Wykorzystujgc analizy in silico Doktorantka dokonata komputerowej symulacji
umiejscowienia biologicznie aktywnych fragmentéw w sekwencjach wybranych biatek
ziarniakdw owsa oraz umiejscowienia wigzan peptydowych podatnych na dziatanie enzymoéw
o okreslonej specyficznosci. Wykorzystane przez Doktorantke narzedzia bioinformatyczne
wykazaty, ze wszystkie wybrane przez Doktorantke biatka ziarniakow owsa moga by¢ zrédiem
peptydéw inhibitorow DPP-IV i ACE oraz peptyddéw przeciwutleniajgcych, co potwierdzita
symulowana hydroliza in silico w uktadach: ,zotgdkowym” i ,,zotgdkowo-jelitowym”.

W ostatnim etapie pracy Doktorantka przeprowadzita badania hydrolizy biatek
ziarniaka owsa w ukfadzie in vitro. Zastosowata w tym celu uznany w swiecie naukowym model
INFOGEST. Przebieg stymulowanego procesu trawienia w warunkach in vitro Doktorantka
wielokierunkowo analizowata, oznaczajgc zawartos$¢ biatka niezhydrolizowanego, stosujgc
rozdziaty elekroforetyczne oraz chromatograficzne RP-HPLC. Produkty otrzymane po
hydrolizie poddata obszernej charakterystyce pod katem ich aktywnosci biologicznej. W
zwigzku z tym etapem badan nasuwa sie pytanie o fragmenty biatek o masie czgsteczkowe;j
powyzej 3 kDa. Jaka jest zalezno$¢ pomiedzy masg czasteczkowg aktywnoscig biologiczng
peptydéw.

Przebadane fragmenty po hydrolizie enzymatycznej identyfikowano z wykorzystaniem
nowoczesnych technik tj. chromatografii cieczowej z odwrdconymi fazami sprzezonej ze
spektrometriag mas z putapka jonowg (LC-IT-MS/MS) oraz chromatografii cieczowej z
odwrdconymi fazami sprzezonej ze spektrometrig mas z kwadrupolem i analizatorem czasu
przelotu (LC-Q-TOF-MS/MS).

Podsumowujgc ocene rozdziatu pt. ,Omodwienie i Dyskusja Wynikéw”, nalezy zwrdcic¢
uwage na duzg pracochtonnos$é przeprowadzonych badan przy wykorzystaniu nowoczesnych
technik analitycznych oraz komplementarnos$é wynikéw badan otrzymanych w warunkach in
silico oraz in vitro. Wyniki badan zostaty dobrze opisane, z duzg umiejetnoscig wtasciwej ich
interpretacji. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu Autorki do analizy rezultatéw badan
wiasnych. Doktorantka trafnie odnosi wiasne osiggniecia do cytowane] literatury, co
potwierdza dobrg orientacje w analizowanych zagadnieniach badawczych. Za pewne
niedociggniecie mozna uznac brak wyraznie oddzielonej dyskusji wynikow.

Inne drobne niedociggniecia to np.:



- brak kilku pozycji literatury, wykorzystywanych tym rozdziale, w spisie literatury
m.in.: Dziuba i in. 2003 oraz Dziuba i in. 1999 (str. 76); Daliri i in. 2017 (str. 77); Piovesane i in.
2018 (str. 78).

W koncowej czeséci rozprawy Doktorantka przedstawita 10 szczegdtowych stwierdzen i
whnioskow, dotyczgcych najwazniejszych wynikéw uzyskanych w pracy. Stwierdzenia i wnioski

uwypuklajg najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy.

Ostatni rozdziat to poprawnie przygotowany spis literatury, obejmujgcy ponad 400
pozycji. W zdecydowanej wiekszosci cytowane prace to artykuty anglojezyczne z ostatnich lat,
bezposrednio powigzane z tematyka pracy doktorskiej. Tak ogromna baza literaturowa z jakiej
korzystata Doktorantka potwierdza aktualnos¢ prowadzonych przez nig badan i duzy naktad

pracy wtozony przez Panig mgr w przygotowanie dysertacji.
Podsumowanie

Oceniajgc merytorycznie przedtozong do recenzji prace doktorskg mgr inz. Moniki
Pliszka stwierdzam, ze Autorka wykazata sie dobrg znajomoscig podjetej tematyki badan.
Odpowiednio zaplanowata i wykonata doswiadczenia, wykazujgc sie umiejetnosciag
postugiwania bardzo szerokim spektrum nowoczesnych metod badawczych zaréwno
bioinformatycznych jak i analitycznych, uzyskujgc wartosciowe wyniki. Bogate pismiennictwo,
kompletno$é wynikéw oraz ich wiasciwa interpretacja Swiadczg o pracowitosci i dojrzatosci
naukowej Autorki pracy. Rozprawa napisana jest poprawnym jezykiem i zostata przejrzyscie
skomponowana. Wymienione w recenzji drobne uwagi nie umniejszajg wartosci
merytorycznej rozprawy doktorskiej, a jedynie wskazujg niedociggniecia, ktdre nalezatoby
skorygowaé w przygotowywaniu pracy do druku. Uwazam, ze bedgca przedmiotem oceny
rozprawa Pani mgr inz. Moniki Piszka pt. ,Charakterystyka i identyfikacja biologicznie
aktywnych produktow hydrolizy biatek owsa (Avena sativa L.) w aspekcie profilaktycznego
dziatania w chorobach zespotu metabolicznego”, spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim zawarte w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595, z pdzn. zm.).
Dlatego przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Nauki o Zywnoséci Uniwersytetu Warmirnsko -
Mazurskiego w Olsztynie wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Moniki Piszka do dalszych

etapdéw przewodu doktorskiego. Z uwagi na duzy potencjat publikacyjny ocenianych badan,



ich aktualnos¢ oraz zastosowanie przez Doktorantke bogatego spektrum metod badawczych,

whioskuje o wyrdznienie niniejszej rozprawy.
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