wpl, e 00
dnia i UJ UL

|
| \
i_f-f'rsr?” A S— 1.6dz, dn.25.08.2021
[R5 e |

Dr hab. inz. Joanna Leszczynska

Instytut Surowcoéw Naturalnych i Kosmetykow
Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechnika Lodzka

Ul. Stefanowskiego 4/10 f
joanna.leszczynska@p.lodz.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Siekierzynskiej nt: Molekularne

uwarunkowania alergizujacych wlasciwosci jablek

Podstawe do opracowania recenzji stanowito pismo prof. dr hab. Marzenny Podhorskiej-
Okotéw z informacjg nt. uchwaty Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu z dn. 17 czerwca 2021r o powotaniu mnie na recenzenta pracy
doktorskiej mgr Aleksandry Siekierzynskiej nt.: Molekularne uwarunkowania

alergizujgcych wlasciwosei jablek

Znaczenie badan podjetych w pracy

Podjeta tematyka pracy badawczej dotyczy problemu alergii. Obiektem badan sg jablka,
ktore sa jednym z popularniejszych alergenéw pokarmowych. Alergia na jablka dotyczy w
szezegdlnoscei az 50-70% pacjentéw uczulonych na pytki drzew. Pomimo, ze jablka jako zrodlo
alergenow sa jednym z najlepiej przebadanych i opisanych, to jednak stan wiedzy na temat
alergii przez nie wywolanych jest nadal niewystarczajgcy. Jedynie u kilku odmian jablek
scharakteryzowano zawarto$¢ alergenéw i ekspresje genow kodujqcych bialka alergizujace.
Poza tym w opisanych badaniach stosowano rézne nieporéwnywalne metody (ELISA z
roznymi przeciwciatami, w tym z surowicami pacjentow, testy skorne, testy na wykrywanie
swoistych przeciwcial u pacjentéw uczulonych). Stad wiedza na temat alergen6w jablek jest
dalece niepetna. Niewiele jest réwniez badan nad wplywem metod uprawy, stopnia dojrzatosci,
przechowywania na zawarto$¢ alergenéw w tradycyjnych (starych) i nowych odmianach

jabloni.

Stad podjecie badan w tym zakresie jest jak najbardziej uzasadniona, a prezentowana praca

znacznie poglebia wiedze na temat alergenow jablek, a takze wnosi wiele cennych,



praktycznych informacji, ktore moga by¢ wykorzystane przez pacjentow. Oceniam, ze podjeta

tematyka badawcza jest oryginalna i trafnie wybrana.
Ocena formalna

Podstawg przedstawionej do oceny praca sg dwie publikacje:

r

1. A. Siekierzynska. D. Piasecka-Kwiatkowska, A. Myszka, M. Burzynska, B. Sozanska,
T. Sozanski. Apple allergy: causes and factors influencing fruits allergenic properties.
Clinical and Translational Allergy, in production. DOI:10.1002/clt2.12032
IF=5,16, 100 pkt MEIN

2. A. Siekierzynska, D. Piasecka-Kwiatkowska, W. Litwinczuk, M. Burzynska, A.
Myszka, P. Karpinski, E. Zygala, N. Piorecki, E. Springer, T. Sozanski. Molecular and
Immunological Identification of Low Allergenic Fruits among Old and New Apple
Varieties. Int. J. Mol. Sci 2021, 22, 3527 https://doi.org/10.3390/ijms22073527
1f=4,56, 140 pkt MEIN

Zaprezentowane publikacje majg duza warto$¢ naukowa, wysokie wspotczynniki wplywu.
Pierwsza publikacja jest autorstwa 6 autorow, natomiast druga az 10 autorow. Doktorantka jest
pierwszym autorem, jakkolwiek autorzy publikacji deklaruja zakres swojego udziahu w
tworzeniu pracy, jednak ze wzglgdu na brak informacji na temat szczegotowego, ilosciowego
wkladu poszezegolnych autorow ocena osiagniecia Doktorantki jest utrudnione. Tym niemniej
z deklaracji tych wynika bardzo duzy i przewazajacy, decydujacy wkiad Doktorantki w

realizacje pracy, pozostali autorzy pelnili funkcje doradcze i kontrolne.
Na str. 2 blednie jest podana nazwa czasopisma.

Streszczenie pracy bedacej istotg rozprawy doktorskiej jest napisane w sposob bardzo jasny,

czytelny, zwigzly. Zalaczone publikacje ulatwiaja dostep do zrodtowych wynikow.

Ogolnie moge powiedzie¢, ze praca jest napisana w spos6b jasny, poprawny 1 staranny.

Oczywiscie, Doktorantka nie ustrzegta sig kilku, malo znaczacych bledow korektorskich np.
Str. 3 wers 16-17 brak zgodnoéci podmiotu z orzeczeniem

Str.3 wers 20 analizy czego? a nie ,,analizy przeprowadzone na.. -



Str. 3 ostatni wers przecinek przed ,a takze...”

Str.14 wers 17 powinno byé przeciwceiato przeciwko IgG kroliczym skoniugowane z

peroksydaza, a nie .przeciwko peroksydazie. By

Str. 14 wers 20 Jest H2S04 powinno by¢ HaSO4

Str. 17 podpis pod tabela 8 stopniem a nie ,,stpniem”

Str. 17 wers 19 uprawy a nie ,,urawy”

Str. 19 wers 7 od dotu i w kilku innych miejscach, powinno by¢ niniejszych a nie ,,hiniejszych”
Str. 21 wers 8 od dotu, rozumiem, ze chodzi o ., slot dot” a nie ,,slot bot”

Streszczenie w jezyku polskim, wers 19: _material do badaf stanowity” lub ,materiatem do

badan byly”, a nie ,,materiatem do badan stanowily”.

Uchybienia te sg bardzo nieliczne, wspominam o nich tylko z obowigzku recenzenta i w niczym
nie umniejszajg pracy. Praca jest poprawna pod wzglgdem jezykowym, stylistycznym 1
interpunkcyjnym. Oceniam, ze praca jest starannie przygotowana, W sposéb klarowny,

logiczny, przyjazny dla czytelnika.
Ocena merytoryczna

Podstawa prac sg dwie publikacje. Pierwszg z nich jest praca przegladowa dotyczaca
alergenéw jablek. Doktorantka dokonata bardzo dobrego, rzetelnego opartego na najnowszych
publikacjach przegladu literatury na temat badan alergennosci jablek. Opisala bardzo
szezegdtowo wlasciwosei, funkeje czterech podstawowych alergenow jablek: trzy pierwsze sa
to bialka obronne: Mal d 1 (rybonukleaza, biatko z rodziny PR10, Mal d 2 (biatko podobne do
taumatyny), Mal d 3 (bialko przenoszgce thiszeze LPT) oraz profilina Mal d 4. Doktorantka
opisuje réwniez izoformy Mal d 1, podkreslajac zwigzek ekspresji, szczegblnie Mal d 1.04 i
Mal d 1.06 z alergennoscia. Znacznie mniej badaf poswiecono alergenom Mal d 2, Mal d 3i

Mal d 4, ale Doktorantka rowniez te alergeny opisata bardzo szczegotowo.

Opisane na podstawie literatury badania nad alergennoscia jabtek dotyczyly glownie zwigzku

odmiany tych owocéw z alergennoscig. W sposob bardzo przejrzysty Doktorantka zestawila te



badania w tabeli 1. Najwiecej badaf poswigcono, oczywiscie, Mal d 1, okreslajac zawarto$¢
tego alergenu réznymi metodami, stad jednoznaczna ocena alergenno$ci badanych odmian jest
trudna. Réwniez temat ekspresji genow kodujgcych alergeny w jabtkach jest mato zbadany. Te
nieliczne prace wskazuja na to, ze niektére stare odmiany jabtoni cenne pod wzgledem warto$cl
odzywezych, smaku i przetworstwa, 0 niskim potencjale alergizujacym, sa réwniez odporne na
choroby (parch), co pozwala na obnizenie stosowania pestycydow, ktére dodatkowo moga

zwicksza¢ alergennos¢.

Co wiecej, Doktorantka, opisata takze wplyw stopnia  dojrzatosei, warunkow
przechowywania i odpornoscei na choroby na zawartod¢ alergenow. Temat ten jest rzadko
poruszany i dos¢ stabo reprezentowany w badaniach. Dotychczasowe wyniki badan [poz. lit.
43] wskazuja, ze zawartos¢ Mal d 1 prawdopodobnie rosnie podczas przechowywania W
owocach niedojrzatych i przejrzatych, w przeciwienstwie do owocow dojrzatych, w ktérych
pozostaje stala. Jednak wyniki nie sg jednoznaczne, inni badacze nie potwierdzajg tych
wynikéw, a badania nad innymi alergenami jablek wskazuja na zmniejszenie ekspresji genow
kodujacych Mal d 3 i Mal d 4. Okazato sie rowniez, ze w uprawach ekologicznych ekspresja
genéw kodujgcych Mal d 1 jest nizsza, ale ze wzglgdu na to, komercyjne, nowe odmiany
jabtoni sg nieodporne na choroby nie nadajg si¢ one tego typu upraw. Odmiany stare nadajg si¢
do nowoczesnego rolnictwa ekologicznego, charakteryzuja si¢ wigksza biordéznorodnoscia,
moga by¢ zrodlem genotypow o nizszej potencjalnej alergennosci. Stad sugestia powrotu do
starych odmian jabloni i konieczno$¢ dalszych badan nad alergennoscig tych owocow. Zasadne
jest rowniez badanie wpltywu warunkow uprawy, przechowywania, stopnia dojrzatoéci na

zawarto$é alergenow w celu zidentyfikowania produktow potencjalnie hipoalergicznych.

Doktorantka zwraca takze uwage na oddziatywania polifenoli z biatkami, ktére moga
wplywaé na alergenno$c jablek. Temat ten jest bardzo mato przebadany i reprezentowany W

literaturze.

Mgr Aleksandra Siekierzynska w pracy doéwiadczalnej poddata analizie 21 starych odmian
jabtoni hodowanych metodami ekologicznymi, 8 odmian nowoczesnych uprawianych
metodami intensywnymi i integracyjnymi oraz dodatkowo 4 odmiany, w sumie 43 probki.
Analizom poddata skorke i miazsz. W swoich badaniach Doktorantka wykorzystala
nowoczesne metody badawcze: metody biologii molekularnej, ELISA i in. Zastosowane
metody badawcze sa nowoczesne i odpowiednio, trafnie wybrane. Doktorantka opracowata

metody PCR oznaczania 4 alergenow jablek, w przypadku Mal d 1 rowniez izoform. Okazato



sie, ze ekspresja genu Mal d 1.06A jest wyzsza w starych odmianach jabloni niz w nowych i
wyzsza w skorce niz W miazszu. Metoda uprawy nie wplyngta istotnie na ekspresje, ale
dodatnio korelowata z dojrzatoscia owocow Doktorantka wykazata rowniez, ze ekspresja Mal
d 1.06A byla dodatnio skorelowana z immunoreaktywnoscig surowic. Jest to bardzo wazny
wynik, ale potwierdzony tylko przez reakcje z 4 surowicami pacjentow iz pewnoécig wymaga

kolejnych badan.

r

Ekspresja genu Mal d 1.01 jest istotnie wyzsza w jablkach z upraw ekologicznych niz z
zintegrowanych i dodatnio koreluje z dojrzaloscig owocow i z immunoreaktywnoscia surowic
pacjentow. Ekspresja Mal d 1.06A koreluje z zawartoscig biatka Mal d 1 (szkoda, ze w tabeli 7
nie podano blgdu, czy odchylenia standardowego), natomiast ekspresja Mal d 1.01 nie

korelowata z zawartoscia gtownego alergenu.

W przypadku genu Mal d 2.01 jego ekspresja ulega obnizeniu w uprawie ekologicznej w
poréwnaniu do uprawy zintegrowanej i nie korelowala z dojrzatoscia owocow ani

immunoreaktywnoscia pacjentow.

Stare i nowe odmiany nie r6znily si¢ pod wzgledem transkrypeji genu Mal d 3.01. Uprawa
ekologiczna i zintegrowana, W przeciwienstwie do zintegrowanej znaczaco wplywa na wzrost
ekspresji w skorce. Doktorantka nie stwierdzila korelacji miedzy ekspresja genu, stanem

dojrzatosci i immunoreaktywnoscia surowic pacjentow.

W przypadki genu Mal d 4.01 Doktorantka stwierdzita jedynie korelacj¢ z dojrzatoscig, nie

wykazata korelacji migdzy metodg uprawy, czy immunoreaktywnoscig surowic pacjentow.

Otrzymane wyniki badan byty szeroko poddane analizie statystycznej, sa bardzo dobrze
opracowane. Doktorantka dokonaty poglebionej analiz otrzymanych wynikéw. Na podstawie
kryteriow grupowania przedstawita odmiany jabtek potencjalnie hipoalergennych: Kandil

Sinap, Rumianka z Alma-Ata, Kantowka Gdanska, Reinette Coulon i Gala.

Doktorantka wiasne wyniki analiz poddata rzetelnej analizie, pordwnata z wynikami innych
autorow i przedstawita wnioski. Najwazniejszym wnioskiem wynikajagcym z wykonanych
badan jest mozliwos¢ wykorzystania szerszej gamy odmian jablek w zywieniu pacjentdw
alergikow. Pojawiaja si¢ dwa argumenty 0 zasadnosci powrotu do starych odmian jabtoni: ich

potencjalna hipoalergennos¢ oraz wigksza bior6znorodnosc.



Cennym wnioskiem jest fakt, ze ekspresja izoformy Mal d 1.06A determinuje ksztattowanie

alergennosci jablek, wplywa na poziom gltownego alergenu Mald 1.

Uwazam, ze mgr Aleksandra Siekierzynska umiejetnie dobrata literaturg do podjetej tematyki
badawczej, poprawnie sformutowala hipoteze badawcza i sformulowata adekwatne do niej
wnioski. Na podstawie przedstawionej pracy z cala odpowiedzialnoscig moge stwierdzi¢, ze
Autorka w pelni opanowala umiejgtnosc pbslugiwania sie warsztatem badawczym z zakresu
wybranego kierunku badawczego, wykazala przy tym krytycyzm w odniesieniu do
stosowanych metod analitycznych i uzyskanych wynikow. Jakkolwiek przedstawiona do oceny
praca jest do§¢ skromna, bo opiera sie tylko na dwoch publikacjache, w tym jedng z nich jest
praca przegladowa, to uwazam, ze W petni speinia warunki rozprawy doktorskiej, ze wzgledu

na duzg warto$¢ naukows, poznacza i praktyczng.

W mojej ocenie przedstawiona do recenzji praca magister mgr inz. Aleksandry Ewy
Siekierzynskiej nt: Molekularne uwarunkowania alergizujacych wlasciwosci jablek
charakteryzuje sie wysoka warto$cig merytoryczng wykonanych badan, spetnia kryteria
prawidtowo zaplanowanej, zrealizowanej i udokumentowanej rozprawy doktorskiej.
Rozprawa doktorska spetnia warunki okreélone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.
Whnoszeg zatem do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu o dopuszczenie magister Aleksandry Ewy Siekierzyfiskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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