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1. Wyboér tematu pracy

Pod pojeciem zespotu metabolicznego rozumie si¢ szereg czynnikéw ryzyka, ktore
skojarzone ze sobag zwigkszaja prawdopodobienstwo zachorowania na cukizyce typu 2,
miazdzyce i chorobe niedokrwienng serca, ale mogg réwniez doprowadzi¢ do niealkoholowego
stluszczenia watroby, nieptodnosci i wielu innych zaburzen. Rozpowszechnienie zespotu
metabolicznego wynika bezposrednio ze wspotczesnego trybu zycia i odzywiania. Nadmierna
konsumpcja wysokoenergetycznych positkéw oraz niewielka aktywnos¢ fizyczna sg jego
gldwng przyczyng. Niepokojace jest, ze kryteria rozpoznania zespotu metabolicznego spetnia
coraz wigcej 0sob i to w coraz mtodszym wieku. Sojusznikiem w dziataniach wspomagajacych
profilaktyke zespotu metabolicznego moga by¢ aktywne peptydy, ktérych dziatanie zwigzane
jest z regulacjg stezenia glukozy we krwi, cisnienia tetniczego, réwnowagi pro- 1
antyoksydacyjnej oraz stezenia cholesterolu we krwi. Bogatym Zrédlem wielu bioaktywnych
peptydow sg biatka mleka, a wsrdd nich kazeina-f jest uwazana za potencjalnie najbogatsze ich
zrodlo. Sposrod produktow mleczarskich sery podpuszezkowe dojrzewajgce uwazane sg za
bogate zrodta biopeptydow.

W nawigzaniu do tego badania podjete przez pana mgr inz. Damira Mogut, ktérych
obiektem byl ser dojrzewajacy typu Gouda o zmodyfikowanej zawartosci kazeiny-f jako zrédlo
bioaktywnych peptydéw uwazam za bardzo ciekawe i w pelni uzasadnione, zaréwno z
poznawczego jak 1 praktycznego punktu widzenia, dajagce mozliwos¢ wykrycia i
zidentyfikowania biologicznie aktywnych peptydow mogacych mie¢ zastosowanie w

profilaktyce zespotu metabolicznego.



2. Ocena formalnej strony pracy

Przedstawiona do recenzji praca zawiera 201 stron tekstu z czego 144 strony stanowi
zasadniczy tekst pracy, zawierajgcy 34 tabele 1 24 rysunki, podzielony na nastepujace rozdziaty:
., Wstep” (2 strony), ,,Przeglad pismiennictwa” (26 stron), ,,Cel pracy” (1 strona), ,,Schemat
doswiadczenia i metodyka” (14 stron), ,,Omoéwienie wynikow” (50 stron), ,,Dyskusja” (20
stron), ,,Wnioski” (2 strony), ,,Literatura” (14 stron) obejmujaca 168 pozycji piSmiennictwa
oraz ,,Zalgczniki’(53 strony) obejmujgce 55 zatgcznikéw w postaci tabel, chromatografow i
widm masowych. Praca zawiera ponadto spis tresci, stowa kluczowe, wykaz wazniejszych
skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz spis rysunkow i tabel. Uktad pracy
jest wiec typowy dla przyrodniczych prac doswiadczalnych, a proporcje pomiedzy

poszczegdlnymi czgsciami pracy sg wlasciwe.

3. Ocena merytoryczna pracy

Glownym celem pracy byla analiza sera typu Gouda o zmodyfikowanej zawartosci
kazeiny-p jako zrodla peptydéw odgrywajacych role w profilaktyce zespotu metabolicznego.
Autor sformutowal hipoteze badawcza zaktadajacg, ze ser typu Gouda o zmodyfikowane;
zawartosci kazeiny-f, ze szczegdlnym uwzglednieniem zwigkszonej zawartosci tej frakcji
bedzie bogatym zréodtem peptydéw dzialajacych prewencyjnie wzgledem chordéb zespotu
metabolicznego. Weryfikacji tej hipotezy Autor podjat sie prowadzac tzw. badania
zintegrowane, tzn. badania laboratoryjne in vitro poprzedzit doglebnymi badaniami in silico z
wykorzystaniem metod bio- i chemoinformatycznych. Bardziej doktadnie badania podjete przez
Doktoranta podzieli¢ mozna na 3 etapy: badania in silico, cze$¢ technologiczna obejmujgca
wyprodukowanie seréw modelowych o zréznicowanej zawartosci kazeiny-f oraz analizy in
vitro obejmujace badania wyprodukowanych serow.

We wstepie oraz przegladzie pismiennictwa Autor przyblizyl pojecie zespotu
metabolicznego, opisat krétko mechanizm dziatania inhibitoréw dipeptydylopeptydazy IV, a-
glukozydazy, o-amylazy, enzymu i inhibitora enzymu konwertujgcego angiotensyne oraz
scharakteryzowal peptydy pochodzace z biatek zywnosci, wykazujace istotne aktywnoscei,
wspomagajgce profilaktyke zespolu metabolicznego, w tym bedace inhibitorami w/w enzymow,
a takze wykazujace dziatanie przeciwutleniajgce oraz obnizajgce poziom cholesterolu we krwi.
Rozdzial ten zawiera takze podstawowe informacje na temat sera typu Gouda oraz serow
dojrzewajgcych bedacych zrodlem peptydow majgcych znaczenie w terapii chordb zespotu
metabolicznego. Bardzo ciekawy jest rozdziat traktujacy o wykorzystaniu metod

bioinformatycznych, chemometrycznych i1 chemoinformatycznych w badaniu sktadnikéw



zywnosci, w tym bioaktywnych peptydéw, z przywotaniem odpowiednich narzedzi
informatycznych i metod stosowanych w tych badaniach. Informacje zawarte w tej czesci pracy
$wiadczg o dobrym rozeznaniu Doktoranta w tematyce opisywanych zagadnien. Zalety tej
czesel pracy sg tez staranne rysunki pogladowe, bedgce wlasnymi opracowaniami Autora.

Cel gtéwny pracy sformutowany jest jasno z wyszczegdlnieniem celéw czgstkowych
prowadzgcych do realizacji celu gtownego. W nawigzaniu do celu pracy wlasciwie
sformutowano tez hipotezg badawcza.

Rozdzial 4 zawiera schemat do$wiadczenia, a rozdzial 5 opis zastosowanych metod
badawczych w podziale na badania in silico oraz in vitro. Opis zastosowanych metod jest jasny.
W pracy oprocz metod analizy bioinformatycznej i chemometrycznej, standardowych metod
badania inhibicji enzymdéw oraz aktywnosci przeciwutleniajgcej, zastosowano nowoczesne
metody badawcze jak wysokosprawng chromatografie cieczowg (HPLC) z detektorem
fotodiodowym oraz z analizatorem mas. Zakres zastosowanych w pracy analiz jest szeroki, a
metody analityczne — adekwatne do realizacji postawionego celu. Oprécz analizy
bioinformatycznej i chemometrycznej, szczegdlnie nalezy podkresli¢ oznaczenia stuzace
identyfikacji peptydow w ekstraktach serow o zmodyfikowanej zawartosci kazeiny-p . Do tej
czesci pracy mam nastgpujgce pytania:

- jak nalezy interpretowaé pojecie ,,tegos¢” — jedng ze zmiennych wybranych do analizy
chemometrycznej aminokwasow i dipeptydow;
- ile razy wyprodukowano sery modelowe, ktore nastgpnie poddano badaniu?

Na podstawie analiz in silico Doktorant wykazat, ze wszystkie analizowane sekwencje
kazein (r6znych frakcji i roznych wariantdow genetycznych) sg potencjalnym zrodlem
peptydowych inhibitoréw enzymu konwertujgcego angiotensyne i dipeptydylopeptydazy IV
oraz peptydow przeciwutleniajacych, przy czym kazeina-f byla potencjalnie najbogatszym
zrodtem inhibitoréw ACE oraz dipeptydylopeptydazy IV, a kazeina os1 najlepszym zrodiem
peptydéw przeciwutleniajgcych. Frakcja ta okazata si¢ tez najlepszym zrédtem dipeptydéw
wielofunkcyjnych, wykazujacych hamujgce dziatanie zaréwno wobec ACE jak i DPP4. Za
pomocg programu ProtParam obliczono sktad aminokwasowy sekwencji kazein i wskazano
dominujgce aminokwasy N-koncowe i C-koncowe dla inhibitorow ACE, DPP4 i peptydow
przeciwutleniajgcych. Ze wzgledu na fakt, ze w literaturze znajduje si¢ stosunkowo duzo
publikacji na temat zaleznosci struktury i funkcji inhibitoréw ACE, natomiast brak jest takich
prac w odniesieniu do inhibitorow DPP4 w dalszej czgsci badan przeprowadzono analize
chemometryczng polegajacg na wykazaniu zaleznosci migdzy strukturg a aktywnoscig

dipeptydow o aktywnos$ci inhibitoréw DPP4 oraz antyoksydacyjnych. Na podstawie analizy



sktadowych gléwnych oraz regresji wielorakiej Autor okreslit reszty aminokwasowe, ktore
powinien zawiera¢ ,idealny” dipeptydowy inhibitor DPP4 oraz dipeptyd przeciwutleniajgcy.
Wytypowano tez 14 dipeptyddw o aktywnosci inhibitora DPP4 oraz 11 dipeptydéw o
aktywno$ci przeciwutleniajgcej, ktorym nadano status wzorcowych, czyli takich ktore
zidentyfikowane w serze typu Gouda moglyby potencjalnie decydowac¢ o jego aktywnosci
biologicznej. Dyskusja wynikow tej czesci badan jest obszerna i przeprowadzona w sposob
bardzo kompetentny. Autor zwraca w niej uwage na zalety, wady i trudno$ci prowadzenia badan
in silico oraz in vitro. Uzasadnia tez zalozenia prowadzonych analiz np. rezygnacj¢ z hydrolizy
kazein in silico oraz pominigcie badan wpltywu struktury na aktywnos$¢ inhibitorowg wobec
ACE.

W wyniku badan in vitro Doktorant wykazat, ze wodne ekstrakty peptydowe uzyskane
ze wszystkich wariantéw sera typu Gouda charakteryzowaly si¢ zdolnoscig inhibicji ACE oraz
DPP4 oraz aktywnoscig przeciwutleniajgcg, natomiast zaden nie hamowat aktywnosci o-
glukozydazy. W tej czesci omdwienia wynikow Autor postuguje sie jednak mato precyzyjnymi
okresleniami typu: “Zaobserwowano nieznaczny wzrost stopnia inhibicji...”, ...Nieznaczny
spadek aktywnosci probek...”, ,,nie ma wiekszej rdznicy w aktywnosci przeciwutleniajgcej...”.
Z drugiej strony Doktorant stwierdza, ze najwyzsza aktywno$¢ hamowania ACE stwierdzono w
probkach sera Gouda o normatywnej zawartosci kazeiny-B, a probki sera o zwigkszonej
zawartosci kazeiny-p wykazywaly najwyzszg aktywnos¢ wzgledem hamowania DPP4 oraz
najwickszg aktywno$¢ przeciwutleniajgca. Powstaje wige pytanie czy rdznice wykazane i
omoéwione w tej czgséci pracy byly statystycznie istotne? Czy przeprowadzono analize istotnosci
r6znic? Wyniki pomiaru absorbancji przedstawiono tu podwojnie w postaci tabelarycznej i na
wykresach. Pewien niedosyt pozostawia tez dyskusja wynikoéw uzyskanych w tej czesci pracy,
ktdra de facto jest powtorzeniem ich omowienia.

Bardzo wysoko oceniam t¢ cz¢$¢ analiz in vitro, ktora byta poswiecona identyfikacji
peptydow w probkach wodnych ekstraktow serow metodg HPLC-MS. Doktorant przeprowadzit
lacznie 1560 rozdzialéw chromatograficznych, w pracy opisat natomiast kilka przyktadow
jednoznacznej i niejednoznacznej identyfikacji peptydéw, jak rowniez peptydu
niezidentyfikowanego. W wyniku tych obszernych badah na 405 peptydéw wytypowanych
metodami in silico Doktorantowi udato si¢ jednoznacznie zidentyfikowaé 146 peptydéw, z
czego 38 wystepowalo we wszystkich wariantach sera typu Gouda. Z kolei 222 peptydy
uzyskaly status niejednoznacznie zidentyfikowanych, a 37 sekwencji nie zidentyfikowano w
ogéle. Sposrdd jednoznacznie i niejednoznacznie zidentyfikowanych sekwencji wiele byto

peptydami wielofunkcyjnymi, wykazujacymi réwnoczesnie dwie lub trzy bioaktywnosci. W



nawigzaniu do tego rodzi si¢ pytanie czy uzyskane wyniki identyfikacji mogg by¢ wykorzystane
lub czy zostaty wykorzystane do uaktualnienia bazy danych bioaktywnych peptydow?

Kazda z wigkszych czgsci omdwienia wynikow konezy si¢ podsumowaniem uzyskanych
w danej czgsci badan rezultatow. Czyni to pracg bardziej przejrzystg i utatwia znacznie przejscie
do analizy kolejnych wynikéw.

Praca zawiera 14 wnioskow 1 stwierdzen koncowych, ktore wynikajg z uzyskanych
rezultatow, a czesciowo sg ich powtorzeniem. Niektdre z nich mogltyby by¢ — moim zdaniem -
potaczone ze sobg. I chociaz w koncowych wnioskach Autor przyznaje, iz na podstawie
uzyskanych rezultatéw nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze ser typu Gouda o zwigkszonej
zawartosci kazeiny-p jest lepszym zrodlem peptydow wspomagajgcych profilaktyke chordb
zespotu metabolicznego niz sery o obnizonej oraz normalnej zawartosci tej frakcji, to jednak
wykazujg one potencjal w przeciwdzialaniu schorzeniom zespotu metabolicznego. Co wiecej
Doktorant zdaje sobie sprawg z koniecznosci dalszych badan w tym zakresie i wyznacza
kierunki tych badan.

Spis literatury zawiera 168 pozycji. Zdecydowang wickszo$¢ stanowig pozycje
anglojezyczne, pochodzace z okresu ostatnich 15 lat. Literatura jest wigc dobrze dobrana, a spis
literatury przygotowany jest starannie. Autor nie ustrzegt si¢ jednak pewnych bledow w jej
cytowaniu. I tak 6 pozycji umieszczonych w spisie literatury (poz. 4, 24, 51, 115, 125 1 164) nie
zostato zacytowanych w pracy. W tekscie pracy znalaztem natomiast 3 pozycje literaturowe,
ktore nie zostaly uwzglednione w spisie literatury. Sg to pozycje: Iwaniak i in., 2017 (str. 29),
Dziuba i in., 2001 (str. 57) i Pissurlenkar i in., 2017 (str. 71). By¢ moze wynikajg one z
pomylonych lat publikacji.

Pod wzgledem redakcyjnym pracy przygotowana jest starannie. Oprocz wskazanych
btedow w cytowaniu literatury, w tekscie pracy znajdujg si¢ tylko nieliczne bledy literowe.
Pewnym potknigeciem jezykowym jest natomiast naduzywanie przez Autora stowa ,,posiada”.
Autor uzywa go np. w stosunku do cech sera: ,,ser posiada regularne, nieliczne oczka”, ,ser
posiada nieliczne okragte oczka”, ,,posiada on suchg skoérke” (str. 36), lub tez ,,oktapeptyd
posiadal w swojej strukturze...” (str. 61), ,,kazeina-os1 posiada w swoim tancuchu....” (str.62),
,»Wyzszg aktywnos$¢ (...) posiadaty probki” (str. 92), itp. Wedtug Stownika Poprawnej
Polszczyzny zastosowanie stowa ,,posiada” jest niepoprawne i razi w odniesieniu do podmiotéw
niezywotnych”.

Przedstawione uwagi krytyczne dotycza zatem drobnych spraw i nie wplywajg na
calosciowg ocene pracy, ktora jest wysoce pozytywna. Uwazam iz pan mgr inz. Damir Mogut

wykonal obszerne, dobrze zaplanowane, konsekwentnie zrealizowane i zmudne badania,



postugujgc sie technikami bioinformatycznymi, chemometrycznymi, a takze specjalistyczng
aparaturg naukowsg i nowoczesnymi metodami badawczymi uzyskal wiele ciekawych i
warto$ciowych pod wzgledem naukowym wynikow. Praca Kandydata wnosi nowe wartosci i
stanowi Jego oryginalny wkiad w rozwdj dyscypliny technologia zywnosci i Zywienia.
Osiggnieciem Doktoranta jest wykazanie, ze ser dojrzewajacy typu Gouda, niezaleznie od
zawartosci w nim kazeiny-B moze stanowié¢ potencjalne zrédlo bioaktywnych peptydow
przeciwdzialajgcych schorzeniom zespotu metabolicznego oraz jednoznaczne zidentyfikowanie
peptydow w nim wystepujacych o Sciste zdefiniowanych aktywnosciach, w tym peptydow

wielofunkcyjnych.

4. Whniosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr inz. Damira Mogut pt. ,,Ser typu Gouda o zmodyfikowanej
zawartosci kazeiny-p jako zrédio peptydéw odgrywajgcych role w profilaktyce zespotu
metabolicznego — badania in silico oraz in vitro” jest oryginalnym opracowaniem naukowym
spetniajgcym warunki okres$lone w art. 13 Ustawy o stopniach 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
pozn. zm.). Wnosze¢ wiec do Wysokiej Rady Wydzialu Nauki o Zywnosci Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie pana mgr inz. Damira Mogut do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie majgc na uwadze wysoki poziom naukowy rozprawy, zakres
przeprowadzonych badan, zastosowane metody badawcze oraz uzyskane rezultaty

skladam wniosek o wyréznienie pracy.



