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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Ewy Siekierzynskiej
,Molekularne uwarunkowania alergizujacych wlasciwosci jablek” wykonanej pod opieka
dr hab. Doroty Piaseckiej-Kwiatkowskiej oraz dr hab. Tomasza Sozanskiego

Przyjmuje sie, ze obecnie objawy alergii deklaruje ok 40% Polakéw. Odsetek ten w ostatnich
latach stale roénie. Mozna ten efekt powiazac z coraz bardziej ,sterylnym” stylem zycia. Wsrod
calej grupy pacjentéw z alergiami znaczny odsetek stanowig osoby cierpigce na alergie
pokarmowe. Niewatpliwie ciekawym zagadnieniem jest reakcja krzyzowa nadwrazliwosci na
alergen pochodzacy z pytku brzozy z alergenem wystepujagcym w jabtkach. Szczegolnie wazny
jest ten efekt w Polsce, poniewaz jablka stanowia najczesciej spozywany owoc. Rowniez
populacja brzozy jest w naszym kraju bardzo rozwinigta. Warto podkresli¢, ze ponad 50%
pacjentéw wykazujacych objawy alergii na pylki brzozy wykazuje alergi¢ jamy ustnej po
spozyciu jabtek. Dlatego temat podjety przez Doktorantke wpisuje si¢ w zapotrzebowanie
zbadania mechanizmu powstawania nadwrazliwosci na jedne z najczestszych alergenow w
naszej populacji. Warto réwniez podkreslic, Ze poznanie tego mechanizmu bedzie miato
wydzwiek nie tylko naukowy ale réwniez spoleczny i ekonomiczny. Szczegélnie jesli te
badania przetozg sie na ograniczenie objawow alergicznych u pacjentow z opisywana
nadwrazliwoscia.

W rozprawie doktorskiej Doktorantka ocenila alergenno$¢ 21 starych oraz 9 nowoczesnych
odmian jablek. Dokonata tego poprzez ocene obecnosci oraz ilosci biatka Mal d 1, poziomow
ekspresji czterech genéw kodujacych gléwne alergeny jablek, immunoreaktywnosci surowic.
Rozprawe doktorska stanowiq dwie opublikowane prace w renomowanych czasopismach z
Listy Filadelfijskiej. L.aczny wspéiczynnik wptywu obu tych prac wynosi 9.72 (odpowiednio
5.16 oraz 4.56). Obie prace ukazaly sie w roku 2021. W kazdej z tych prac Doktorantka miata
znaczacy wklad w ich powstanie, co jest niezbednym warunkiem wigczenia do cyklu doktoratu.
Pierwszy z artykutéw (o tytule: ,,Apple allergy: Causes and factors influencing fruits allergenic
properties-Review”) jest pracq pogladowa. Zostata w nim przedstawiona najnowsza wiedza
dotyczaca molekularnych podstaw alergennosci jablek oraz czynnikow, ktére moga wptywac
na jej intensywno$¢. Paca ta stanowi bardzo dobry przeglad dostepnej literatury i $wiadczy o
doglebnej analizie tematu dokonanej przez Doktorantke. Takie podejscie do problemu
pozwolito na odpowiednie sformutowanie tez badawczych, ktére zostaty w kolejnym etapie
potwierdzone eksperymentalnie.
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Drugi artykut (o tytule: ,Molecular and Immunological Identification of Low Allergenic Fruits
among Old and New Apple Varieties.”) jest pracg eksperymentalng. Przedstawia wyniki
identyfikacji molekularnych oraz immunoiogicznych czynnikéw zwigzanych z alergennosciq
jablek zaréwno starych jak i nowych odmian.

Materiatem w badaniach Doktorantki byly owoce 21 starych oraz 9 nowoczesnych odmian
jabtoni. Pobrano réwniez surowice od czterech pacjentéw uczulonych na pylek brzozy. Z
owocéw zostalo wyizolowane catkowite RNA przy uzyciu zmodyfikowanej metody
chloroformowej. Ekstrakcje biatek Doktorantka przeprowadzita poprzez wytrzasanie migzszu
jablek z buforem PBS.
Doktorantka podczas pracy zastosowala nastepujgce metody badawcze:
e real-time PCR — metoda ta postuzyta do oceny poziomu ekspresji genéw kodujgcych
potencjalne alergeny jabtek (Mal d 1 — izoformy: 1.06A oraz 1.01; Mal d 2.01; Mal d
3.01; Mal d 4.01).
e immunobloting — technike ta wykorzystano do oceny reakcji surowicy pobranej od
pacjentdw uczulonych na pylki brzozy z alergenami jabtek.
e ELISA — za pomocg tej metody analizowano stezenie biatka Mal d 1 w ekstraktach
biatkowych.
Metody badawcze zostaty odpowiednio dobrane do realizacji zatozen doktoratu. Swiadcza
rowniez o biegtosci Doktorantki w technikach biologii molekularne;.
Do oceny wynikéw Doktorantka zastosowala szereg testéw statystycznych odpowiednio
dobranych do wielko$ci préb oraz rozkladu danych.
Otrzymane wyniki pozwolily Doktorantce na wyciagnigcie nastepujacych wnioskow:

1. Ocena alergennosci jablek na poziomie genetycznym, proteomicznym oraz
immunologicznym umozliwia identyfikacje odmian potencjalnie nisko, $rednio bgdz
silnie alergizujgcych.

2. Stare odmiany jablek sa bogatym zZrédlem potencjalnie hipoalergicznych jabtek.

3. Ekspresja izoformy Mal d 1.06A odgrywa giéwna role w ksztaltowaniu alergennosci
jablek. Ekspresja izoformy Mal d 1.06A determinuje poziom gldwnego alergenu jabtek
Mal d 1, a tym samym wplywa na stopien alergennosci.

4. Wiyniki poszerzaja wiedze na temat regulacji ekspresji genéw kodujacych alergeny, pod
wplywem metody uprawy, stopnia dojrzaloéci czy rodzaju tkanki, co moze byc
przydatne w ocenie ryzyka wystapienia reakcji alergicznej po spozyciu jablek o
odmiennym profilu ekspresji genow.

5. Poznanie molekularnego mechanizmu alergennosci jablek i czynnikéw modyfikujgcych
moze ulatwi¢ poradnictwo medyczne i polepszy¢ opieke nad pacjentami z alergiami
pokarmowymi.
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6. Wylonione odmiany o réznym potencjale alergennosci mogq by¢ przydatne do
opracowania procedur immunoterapii alergii pokarmowej na jabtka oraz pytek brzozy.
Nalezy podkreéli¢, ze wnioski z przepro%vadzonej pracy badawczej majg nie tylko aspekt
poznawczy ale réwniez wymiar praktyczny. Mozna je potencjalnie wykorzysta¢ w codzienne]
pracy z pacjentami uczulonymi na jabtka.

Calo$¢ rozprawy doktorskiej zostata opatrzona autoreferatem wprowadzajagcym w temat
podjety przez Doktorantke. Charakteryzuje w nim alergeny jablek, opisuje biatka z rodziny Mal
d i ich role w etiologii powstawania alergii na jabtka. Na koniec charakteryzuje czynniki
wplywajace na alergenno$¢ jablek. Wprowadzajacy autoreferat dowodzi bardzo dobrego
merytorycznego przygotowania Doktorantki do pracy badawczej. Pokazuje doglebng
znajomo$¢ tematu. Z obowiazku recenzenta ponizej przedstawiam uwagi krytyczne:

1. Niestety czytanie bardzo utrudniajq bledy stylistyczne oraz duza liczba literowek. Biedy
te nie wplywajq na warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej ale niestety obnizajq jej
czytelnosc.

2. Tabelki z danymi powinny réwniez zawiera¢ wartosci testéw oraz p-value. Wprawdzie
sq one opisane w tek$cie, natomiast ich obecno$¢ w tabelach znacznie ufatwitoby
analize wynikow i zwiekszytoby przejrzystos¢ danych.

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Siekierzynskiej
uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera oryginalne, bardzo
warto$ciowe wyniki i spetnia warunki okreslone w art. 13 (ust. 1) Ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 z pdézn. zm.). Wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie Pani Aleksandry. Siekierzynskiej do dalszych
etapoéw przewodu doktorskiego.
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