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Komentarz wstepny

Alergia pokarmowa to choroba wielopostaciowa, mogaca pojawi¢ si¢ w kazdym momencie
7ycia u 0s6b z atopia lub bez. Problem dotyczy gtéwnie wysokorozwinietych spoteczeristw, jednakze
prace badawcze dotyczace znalezienia przyczyn rozwoju tej choroby sa prowadzone na catym
éwiecie. Definiowanie potencjalnych przyczyn alergii pokarmowej wskazuje na wptyw czynnikéw
zwigzanych z pokarmem (czynniki niszczace bariere nabfonkowa: alkohol, toksyny, nieznane
sktadniki, detergenty, rodzajem alergenéw i ich dawka, droga narazenia, efekt matrycy
zywnoéciowej, rodzaj proceséw technologicznych podczas obrébki surowca) oraz czynnikami
indywidualnymi (wiek i status odporno$ciowy, mikrobiom, mutacje filagryny, niektore leki czy
choroby towarzyszace). Dieta jest bardzo wazna w aspekcie inicjacji procesu nadwrazliwosci. A
problem oznaczanie ukrytych alergendéw stanowi wyzwanie analityczne i diagnostyczne. Dlatego tez
podjecie tematu dotyczacego identyfikacji biatek sojowych w produktach migsnych uwazam za
bardzo wazny i aktualny. Przedtozona do oceny praca doktorska reprezentuje zagadnienie istotne z
punktu widzenia technologicznego, analitycznego, a takze medycznego, co uwazam za silng strone
tego opracowania.



Zawartos¢ rozprawy

Praca liczy 198 stron i napisana jest w tradycyjnej konwencji, typowej dla tego rodzaju

opracowan z podziatem na czesci:

- streszczenie polskie — 2 strony,

- streszczenie angielskie — 2 strony,

- spis tresci -2 strony,

- wprowadzenie literaturowe — 25 strony,

- cel pracy - 1 strona,

- metodyka pracy — 13 stron,

- wyniki i ich omowienie — 127 stron,

- podsumowanie - 4 strony

- wnioski — 1 strona,

- literatura — 14 stron (147 pozycji).

W mojej ocenie czes¢ pt.: ,wyniki i ich omdwienie” jest zbyt dtuga, natomiast brakuje mi
rzetelnej dyskusji uzyskanych wynikdw z podobnymi pracami innych autoréw. Rozdziat
»podsumowanie” nalezatoby przeredagowac, a tekst uzy¢ czeSciowo do napisania wspomnianej
dyskusji. Natomiast wnioski powinny by¢ bardziej dogtebne i jasno wskazywac czy osiggnieto cel,
potwierdzono postawiong hipoteze i co byto gtéwnym dokonaniem uzyskanym podczas realizacji
badan. Praca jest napisana tadnym jezykiem, starannie przygotowana edytorsko z niewielkg iloscig
bteddw, ktére nie wptywajg na jakos¢ tekstu.

Strone formalng pracy oceniam zatem jako prawidiows, odpowiadajagca wymogom
stawianym rozprawom naukowym.

Ocena merytoryczna pracy

Tytut pracy. Tytut pracy nie zostat sformutowany adekwatnie do jej zawartosci. Znajac tytut
mozna zatozyC, ze podczas badan doktorantka wyizolowata i zidentyfikowata nowe alergeny soi
znajdujgce sie w produktach miesnych. Jednakie po zapoznaniu sie z pracg okazato sie, ze dotyczy
ona raczej poréwnania mozliwosci wyekstrahowania biatek sojowych w réinych warunkach
technologicznych (rdéine bufory, temperatura, zastosowanie ultradiwiekéw) z potencjalnym
przypisaniem ich do znanych juz alergendéw na zasadzie podobieristwa mas czgsteczkowych. Nie
identyfikowano poszczeg6lnych biatek (np. metodg spektroskopii masowej) i nie wykonano badan z
wykorzystaniem surowic przynajmniej pieciu pacjentéw z alergia na biatka soi, co mogtoby
potwierdzi¢ wtasciwosci alergenne. Dlatego tez uwazam, ze temat powinien by¢ zmieniony tak, aby
wskazywat na faktycznie realizowane dziatania.

Streszczenie. Zarowno polsko- jak i angielskojezyczna wersja streszczenia w syntetyczny
sposdh przedstawiajg catoéciowo prace badawcza wykonang przez Doktorantke. Jednakze brakuje mi
wskazania jakim osiggnieciem zakorczytfa sie wieloletnia praca.

Wprowadzenie literaturowe. Pani Mgr inz. Paulina Zieliniska w bardzo przejrzysty sposéb
zapoznata czytelnika z wiasciwosciami soi jako cennym surowcem i zrédtem biatek wykorzystywanych
w przemysle spozywczym, gtéwnie miesnym. Wskazata takze na problem alergii pokarmowej, ktora
moze by¢ zainicjowana spozyciem soi i przedstawita znane juz alergeny sojowe. Cze$¢ danych
literaturowych zawartych w tej czesci mogtaby by¢ uzyta w brakujgcym rozdziale , Dyskusja”. Autorka
szczegdtowo opisata mozliwe metody ekstrakcji biatek zaliczanych do alergendw, wskazujac w
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krytyczny sposéb na konsekwencje stosowania poszczegdlnych dziatan analitycznych. Przestawita tez
obecne mozliwosci identyfikacji alergenéw z wykorzystaniem immunometrii (ELISA), wykrywania
DNA (PCR i real-time PCR) oraz spektrometrii mas sprzezonej z chromatografig. Ten zakres wiedzy byt
odpowiedni, aby czytelnik zapoznat sie z obszarem pracy Doktorantki.

Formutujgc cel pracy Autorka okreélita, go jako ,wskazanie optymalnej metody
wyodrebniania alergennych biatek soi z produktéw miesnych”. Wydawatoby sie, ze Autorka
poszukuje nowych, niezidentyfikowanych dotychczas alergendw soi badz immunoreaktywnych
adduktéw powstatych w wyniku proceséw technologicznych przemystu miesnego. Przedstawione
ponizej 3 zadania ukazujg tryb przeprowadzonej pracy technologiczno-analitycznej. Ta czes¢ réwnie
dobrze mogtaby znalez¢ sie w paragrafie Materiaty i metody. Po zapoznaniu sie z przedtozong pracy
stwierdzam, ze celem byfo okreslenie efektywnosci wybranych metod ekstrakcji biatek sojowych z
surowca i produktéw miesnych. Natomiast nie mozna wskazaé, ze wyodrebniano biatka alergenne.
Do oceny alergennosci biatek nalezatoby znaleié co najmniej 5 pacjentow ze stwierdzong wczesniej
alergig na biatka soi i postugiwaé sie ich surowicg w dalszych analizach. Liczba 5 pacjentéw jest
wymagana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia i Miedzynarodowy Zwigzek Towarzystw
Immunologicznych (WHO/IUIS) podczas definiowania i zgtaszania nowego alergenu na oficjalna liste
Allergen Nomenclature Subcommittee. Ze wzgledu na powyisze uwazam, ze cel pracy nalezafoby
zmieni¢. W tym miejscu oczekuje na propozycje Autorki.

Metodyka pracy. W bardzo syntetyczny i przejrzysty sposob Autorka przedstawita uzyty
materiat badawczy. Tabela 1 to wyniki zawartosci biatka ogétem wykonane metoda Kiejdahla.
Rozumiem, ze pobierano przynajmniej trzy prébki z kazdego surowca i produktu do analizy. Stad
pytanie dlaczego nie podano odchylenia standardowego, co jest powszechng praktyka wskazujaca na
prawidtowosé¢ wykonanych analiz. Jednoczesnie, szkoda, ze tej samej metody nie zastosowano do
pozyskanych ekstraktow, ktére mozna bytby zliofilizowac i zabezpieczy¢ do wykonania wszystkich
zaplanowanych badan. Metoda Bradforda jest oczywiscie powszechnie uznana jednakze posiada
wady, ktdre trzeba bytoby wzigé pod uwage. M. in. w warunkach standardowych barwnik nie wigze
sie z wolnymi aminokwasami (argining i lizyng) oraz z peptydami o masie czasteczkowej nizszej niz
3000 Da, a to moze zafatszowywac otrzymane wyniki.

Charakteryzujac surowice pacjentéw brakuje informacji dotyczacej IgE ogétem, co
utwierdzitoby czytajgcego, ze mamy do czynienia z pacjentami IgE-zaleznymi. Surowica pacjentéw
charakteryzowata sie nadwrazliwoscig na wiele alergendw, a przeciwciata IgE skierowane do soi byty
na poziomie 2 klasy. Nie opisano w rozdziate ,Metodyka” do czego stuiyly te surowice podczas
realizacji pracy.

W opisie elektroforezy Autorka nie podata ile konkretnie biatka poddawano rozdziatowi.
Piszac, ze ,probki do elektroforezy przygotowano poprzez zmieszanie ekstraktéw z buforem” sadze,
Ze nie ujednolicono zawartosci biatka do identycznej wartosci we wszystkich prébach poddawanych
elektroforezie na danym Zelu. Stad tez tak znaczne rdinice w uwidocznionych prazkach. A
ttumaczenie ze str. 57, ze ,identyfikacja biatka mogta by¢ utrudniona przez wiekszg ilo$¢ biatek
nanoszonych na zel” dowodzi zbytniego pospiechu w badaniach i braku czasu na powtdrne analizy.
Uwazam, ze duzo fatwiejsza bytaby praca z liofilizatami, a wyniki bardziej powtarzalne.

Prosze o wyjasnienie, czemu miato stuzy¢ uzycie handlowych przeciwciat poliklonalnych
skierowanych do zbiorow biatek sojowych w przeprowadzonych metodach immunochemicznych.
Skoro badano surowiec i ekstrakt produktéw sojowych, to z géry wiadomo, ze powinny w nich
znajdowac sie biatka sojowe, ktére wizualizowano podczas analizy. llo$¢ biatka alergennego nie
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decyduje o powadze reakcji klinicznej u pacjenta. Jednoczesnie wykonywanie slot blotu z surowicami
pacjentdw byto jedynie potwierdzeniem ich stanu nadwrazliwosci, a nie przektadato sie w zadnym
razie na ekstrahowalno$¢ biatek sojowych z materiatu badawczego. Surowica pacjenta nie jest
standaryzowanym analitem i jej zastosowanie moze jedynie potwierdzi¢ obecnos¢ epitopow.

W opisie analizy immunometrycznej ELISA nie stwierdzitam uzycia standardu podczas
wykonywania analiz, co jest duzym bfedem. Nie zgadzam sie z ttumaczeniem (str 53), e
~Wykorzystujac test ELISA sprawdzano, za pomoca ktdrej metody wyizolowano najwiecej biatek”. W
zakresie technologii zywnosci test ELISA stuzy do wykrywania i iloéciowego oznaczanie alergenéw
pokarmowych. Niezbedne jest wykonanie krzywej standardowej z wykorzystaniem biatka
standardowego, co pozwoli wykresli¢ krzywa kalibracyjng niezbedng do obliczenia iloéci badanego
alergenu w prébach. Podstawa reakcji jest faczenie sie epitopu antygenowego z paratopem
przeciwciata i jest to bardzo Sciste powigzanie. Wyniki mogg jednak ulec zafatszowaniu w obliczu
wystepujacych biatek homologicznych reagujacych krzyzowo. Nie mniej metoda ELISA nie stuzy do
oceny ekstrahowalnosci biatek.

Wyniki i ich omoéwienie

Na wstepie tego rozdziatu Autorka poswiecita catg strone (str. 51) na wprowadzenie, ktére
mogtoby znalez¢ sie w Rozdziale 1. Natomiast na nastepnej stronie jeszcze raz przytoczyta skiady
uzytych rozpuszczalnikdw i warunki trzech wariantow w jakich prowadzita ekstrakcje biatek, co byto
przedstawione w metodach i w tym miejscu byto juz zbedne.

Autorka nie przywigzata zbytniej wagi do zrdéznicowania takich poje¢ jak:
immunoreaktywno$¢, immunogennosé, alergennoéé czy antygenowos¢. Kazde z tych okreslen jest
bardzo $ci$le zdefiniowane w naukach immunologicznych i nalezatoby stosowaé poprawng
nomenklature w catej pracy. Np. ,immunogennos$¢” oznacza zdolnoé¢ substancji do wywotywania
przeciwko niej swoistej odpowiedzi odpornosciowej, a wiec ma miejsce w Zywym organizmie.
Dlatego tez nie mogty by¢ oznaczane ,immunogenne wtasciwosci wyekstrahowanych biatek soi”
metodg slot blot (str. 53), zas ,antygenowos¢” to zdolnos$c substancji do fgczenia sie ze swoistym
przeciwciatem.

Nie moge zgodzi¢ sie z interpretacjag wynikow elektroforezy, gdzie Autorka podaje, ze ,w
analizowanych ekstraktach zidentyfikowano biatka o masach czgsteczkowych 16-18, 20-22, 26-28,
34,50, 65 i 82 kDa korespondujgce z alergenami sojowymi o zdefiniowanych masach czasteczkowych
GLY m 4 (17kDa), STI (21,5 kDa), Gly m Bd 28k (26-28 kDa0, Gly m Bd 30 kDa (31-34 kDa)....”(str. 56 i
inne liczne miejsca w pracy dotyczace opiséw wynikéw elektroforezy). Elektroforeza nie jest analiza
do identyfikacji biafek. W tym celu nalezatoby zastosowac elektroforeze dwukierunkowa, nastepnie
wyizolowac poszczegolne spoty odpowiadajgce obecnosci pojedynczego biatka i metoda analiza
spektrometrii mas np. MALDI TOF/TOF, w korcu zidentyfikowa¢ biatko korzystajac z internetowych
baz danych. Jest to w miare dtugotrwata, kosztowna, ale obecnie najbardziej autorytatywna metoda
identyfikacji biatek. Ponadto, materiat jaki byt analizowany (ekstrakty z soi i przetworéw miesnych
wyprodukowanych z jej udziatem) jest bardzo bogatg i trudng matryca do badan. Dlatego tez nie
mozna dokfadnie ustali¢ jakie biatka pojawiaty sie na elektroforegramach, kierujgc sie obserwacja
poréwnawczg. Zamieszczone opisy mogg by¢ obarczone btedem, co nalezatoby przedyskutowac w
pracy w stosunku do rezultatéw innych autoréw.

Opisujgc wyniki analizy Slot blot (str. 60) Autorka stwierdzita, iz ,wyniki potwierdzaja, ze
ekstrakty z nasion soi o najwiekszym stezeniu biatka uzyskane przy pomocy buforu PBS-7,4 zawieraja
biatka o wiasciwosciach alergennych”. Niestety, takie ujecie nie jest prawdziwe, albowiem sita
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potencjatu alergennego nie jest skorelowana z iloscig biatka obecnego w proébie. Alergennos¢ zalezy
w giéwnej mierze od tego w jaki sposéb przebiegata hydroliza czasteczek alergenu w komérce
gospodarza, od ilosci i réznorodnosci epitopéw prezentowanych na powierzchni komdrek i ich
aktywnosci od inicjacji kaskady produkcji przeciwciat, gtéwnie IgE i sieci cytokinowej w ramach
odpowiedzi humoralnej i komdrkowej. Moze okazac sie, ze czgsteczki, ktorych bedzie stosunkowo
niewiele uwidocznionych w obrazie immunoblottingu, beda posiadaty duzy potencjat alergenowy i
odwrotnie. Dlatego powyzej cytowane stwierdzenie Doktorantki uwazam za ryzykowne. Slot blot, czy
tez dot blot to analiza jakoSciowa stuzgca do odpowiedzi na pytanie: czy zachodzi reakcja antygen-
przeciwciato?

W tab. 13 brakuje miana w jakim wyrazone jest pole powierzchni piku. Wszystkie tabele,
ktére prezentuja dane analizy densytometrycznej poszczegblnych biatek nie wnosza zadnych
istotnych danych do pracy.

Podrozdziat 1.4 to opis antygenowych witasciwosci biatek. Faktem jest, ze Autorka wskazata iz
biatka w wyniku analizy Western blot po pofgczeniu z przeciwciatem dostepnym handlowo (Sigma
$2519) uwidocznity prazki swiadczace o potaczeniu antygen-przeciwciato. Jednakze bez szczegdtowej
analizy (np. spektrometrii mas Maldi Tof ) nie mozna twierdzi¢, ze prazki odpowiadaja konkretnym
biatkom alergennym. Autorka $miafo pisze o obecnosci 1-3 alergenéw w prébach ekstrahowanych z
uzyciem Tris-TBSM-7,4 (str. 62). Niestety nie wiadomo jak zostata potwierdzona aktywnosc¢
alergenowa i ktére biatka miata na mysli Autorka. Gdyby przeprowadzono analize 2DE by¢ moze
ujawnita by ona izoformy o réinym potencjale alergennym, natomiast podczas elektroforezy
jednokierunkowej biatka byty widoczne w postaci pojedynczego prazka. Dane literaturowe (np.
Rodriguez et al., 2012) opisujg ponad 500 réznych biatek w ekstrakcie z soi. Sadze, ze warto bytoby
popracowaé nad dostepnymi w Polsce gatunkami soi, aby wskazaé np. ten o najnizszym potencjale
alergenowym. Co wobec wzrostu popularnosci diet wegetarianskich weganskich czy
niskocholesterolowych mogtoby mieé spore znaczenie.

Na rys. 5, elektoforegramie Il (str. 62) mozna sadzi¢, ze zapomniano umiesci¢ prébe w
studzience $ciezki 1. W innym przypadku skad znalaztoby sie biatko w analogicznej scieice
elektroforezy dla wariantu Ill. Btad jest rzeczg ludzka, ale nalezy sie z niego poprawnie wyttumaczy¢.
Wykonujg metode analityczng ELISA (rys 6, str. 66) Autorka przedstawita graficznie uzyskane dane.
Niestety korzystajac z gotowego, handlowego testu, bardzo doktadnie opisanego i prowadzgcego
wykonujgcego krok po kroku, Doktorantka nie wykonata krzywej standardowej z zatagczonego proszku
acetonowego biatka soi, co stanowitoby krzywg kalibracyjng pozwalajacg odczytac wyniki uzyskane
podczas analizy pozyskanych ekstraktow. Nie wykonatfa takie analizy tta dla buforu fosforanowego.
Natomiast na rysunku 6 sg uwidocznione krzywe bedgce wynikiem rozcienczania poszczegdlnych
ekstraktow, ilustrujace rézng absorbancje dla roznych stezen antygenu. Brak krzywej standardowej
uniemozliwia obliczenie ilosci antygenu dla poszczegdlnych préb ekstraktow. Metoda ELISA nie stuzy
za$ do wyznaczanie zdolnosci ekstrakcyjnej analizowanych roztworéw w stosunku do soi (str. 65), czy
STl z nasion soi (str. 67). Te same uwagi odnosza sie do pozostatych analiz ELISA zawartych w pracy.

Prosze o wyjasnienie, co byto przyczyng ,wzrostu” efektywnosci izolacji biatek z preparatu
Profam 648 az do 148 % (str. 72). Co przyjeto za 100% efektywnosci ?

Na str. 76 Autorka niefortunnie wyjasnita, ze , ekstrakty przygotowane z uzyciem PBS-7,4 oraz
PBS-T-7,4 zawieraty mniejszg ilo$¢ biatek....dlatego elektroforegramy po SDS-PAGE charakteryzowaty
sie takze mniejsza intensywnoscig wybarwienia prazkéw”. Na str. 82 ttumaczenie wynikéw byto inne:
»Ekstrakty otrzymane za pomocg Tris-TBSM-7,4 i Tris-TBSM- 8,6 charakteryzowatly sie najwiekszg
intensywnoscig prazkéw, zawieraty najwiecej biatek, przez co ich rozdziat elektroforetyczny byt



utrudniony”. Z tego wynika, ze Autorka nie wzieta pod uwage réznic w stezeniu biatka w ekstraktach
i nie wykonata prawidtowo analizy SDS-PAGE. Jak juz wspomniatam na poczatku swej recenzji,
podczas analizy SDS-PAGE nalezato przygotowac wszystkie roztwory w sposob taki, ktéry zapewnitby
jednolite stezenia biatka. Najczesciej stosuje sie jako wyjéciowy roztwér stezenia biatka 1 mg/ml, co
pozwala na oszacowanie rozdziatu elektroforetycznego biatek w takich samych warunkach.

Prosze o wyjasnienie, co Doktorantka miata na mysli, piszac ze uzyskane ,,wyniki oznaczenia
stezenia biatka byty nieobiektywne” (str. 86). Skoro autorka krytycznie ocenita zastosowang metode,
to dlaczego nie zaproponowata innej, korzystniejszej w przypadku realizacji tejze pracy badawczej ?

Wykonujac analize Western blot i dywagujac nad wynikami, Autorka stwierdzita, ze ,we
wszystkich ekstraktach dodatkéw funkcjonalnych (str. 103) znajdowaty sie biatka o wiasciwosciach
antygenowych w stosunku do przeciwciat (Sigma S$2519)”. Co jest oczywiste wobec szerokiego
zakresu biatek znajdujacych sie w prdbie i poliklonalego przeciwciata, gdzie z pewnoscig znajdowaty
sie rozne paratopy. Natomiast nastepne zdanie nie ma nic wspélnego z metodg Western blot: "Tym
samym potwierdzono skuteczno$¢ zaproponowanych metod do izolacji biatek z badanych
preparatéw sojowych.” Skutecznosci izolacji biatek nie dokonuje sie metoda Western blot. To metoda
do wykrywania okreslonego biatka.

Zastanawiajgce sg wyniki oznaczenia stezenia biatka w niektérych ekstraktach z farszu
parowkowego bez dodatku izolatu biatka sojowego i z jego 2% dodatkiem (Ryc.30, 31), ktére Autorka
opisata jako ,poza limitem detekcji” wobec elektroforegraméw z wyraing wizualizacja pasm
biatkowych dla tychze préb (Ryc. 34, 35). Skoro nie stwierdzono obecnosci biatka w ekstraktach, to
jak obliczono niezbedng ilos¢ biatka do wykonania analizy SDS-PAGE ? Prosze o wyjasénienie skad taka
rozbieznos¢ w uzyskanych wynikach.

Podobny brak zgodnosci wynikéw stwierdzitam w przypadku obrazéw membran po analizie
Western blot z préb ekstraktéw z farszu pardwkowego bez dodatku izolatu biatka sojowego IBS,
poddanego obrébce termicznej, w ktérych po reakcji z przeciwciatem anty-sojowym (Sigma S2519),
(Ryc. 38) dla préb ekstrahowanych buforem Tris-TBSM-7,4 zaobserwowano wiele frakcji reaktywnych
biatek, a na ryc. 30 — nie odnotowano obecnosci biatka ogétem dla tych samych préb. Autorka
ttumaczy ten fakt wystgpieniem reakcji krzyZzowych, aczkolwiek intensywnos$¢ prazkéw moze
wskazywac na zanieczyszczenie prob powstate podczas przygotowania prob do Westerm blotu. Jedli
Doktorantce sg znane dane literaturowe opisujgce syndrom reakcji krzyzowej ,soja-mieso” to
nalezatoby opisaé¢ to w tym miejscu i przedyskutowaé wiasne wyniki. Szkoda, ze Doktorantka nie
pogiebita badan w kierunku wyjasnienia takich ,spostrzezen”. Pozwolitoby to na uzyskanie ciekawych
wynikow o nowym charakterze.

Ryc. 39 to obrazy membran po analizie Western blot ekstraktow farszu paréwkowego z 2%
dodatkiem izolatu sojowego IBS, po obrdbce termicznej. Autorka podkreélita prawdopodobng
obecnosc alergennego biatka soi w badanych ekstraktach, natomiast prosze o komentarz, co stato sie
z wiekszos$cig pozostatych biatek, ktérych brak w $ciezkach 1,2,51 6 (brak zgodnosci z Ryc.31).

Na ryc. 40, 41, 42 i 43 zilustrowano immunoblottingi z przeciwciatem skierowanym do
inhibitora trypsyny. Brak identyfikacji biatek uwidocznionych w zakresie 27-50 kDa, ktére réwniez
byty reaktywne z zastosowanym przeciwciatem. Prosze o uzupetnienie ustne, jakich biatek moina
bytoby sie spodziewad w tym zakresie.

Wyniki oznaczen stezenia biatek wyekstrahowanych z farszow paréwkowych uzyskanych po
poszczegdlnych etapach produkcji sg zastanawiajace (Ryc. 44, 45, 46). Trudno znalez¢ wytfumaczenie
dlaczego ilos¢ oszacowanego biatka maleje badZ wzrasta po poszczegdlnych etapach w sposéb
dowolny. Prosze o wytiumaczenie tych rdznic.



Elektroforegramy biatek pochodzacych z ekstraktdw paréwkowych uzyskane po kolejnych
etapach produkcji (Ryc. 47, 48, 49) sg nieczytelne z powodu duzej ilosci prazkéw wskazujgcych na
obecnoéé wielu biatek, co nie znajduje odzwierciedlenia w wynikach dotyczacych stezenia biatek w
tychze prébach. Ponadto, zastosowany marker biatkowy firmy Pierce™ Unstained Protein MW
Marker (26610) wskazuje na obecnos$¢ biatek w zakresie 14,4 do 116 kDa, dlatego tez biatka o
wyzszej masie czgsteczkowej (powyzej 140 kDa) nie bytyby mozliwe do zaobserwowania (str. 151, 12
l.odg.; 156, 8 l. od g.).

Analizujgc wizualizacje biatek uzyskanych z farszu paréwkowego po pierwszym etapie
produkcji, po wykonaniu analizy Western blot, Autorka ustalita, ze zidentyfikowata biatko o masie 18
kDa (str 166). Niestety nie znalaztam opisu, co to za biatko, ale sadze, Ze chodzito jedynie o
stwierdzenie obecnosci tego biatka. Co prawda prazkéw swiadczacych o obecnosci innych biatek byto
wiele i szkoda, ze Autorka nie opisata jak zmieniat sie profil biatek pod wptywem proceséw
zastosowanych podczas produkcji paréwek.

Prosze o wyjaénienie w jaki sposéb przebiegato ujawnianie sie biatka STI (rys 54, 55, 56) wraz z
analiza w kolejnych etapach produkcji. Po pierwszym etapie nie byto wida¢ zadnego pasma
$wiadczacego o obecnosci biatka STI, a po trzecim —bardzo wyraZne prazki. Dlaczego?

Rozdziat 4. dotyczgcy produkcji przeciwciat skierowanych do biatka Gly m Bd 30K nasuwa wiele
watpliwosci. Szkoda, ze Doktorantka nie wyizolowata biatka sojowego w ramach wiasnych badan.
Wowczas uzytaby biatek tych samych nasion soi do immnunizacji krélikéw, ktére pdiniej byty
analizowane podczas badan, co bardzo urealnia prace analityczng i umozliwia uzyskanie rzetelnych
wynikow ze specyficznymi przeciwciatami. Ponadto, w przypadku biatek pokarmowych
zdecydowanie bardziej zalecane s3 do prac analitycznych przeciwciata poliklonalne. Zwieksza to
prawdopodobieristwo mozliwosci stwierdzenia obecnosci poszukiwanych biatek majac do dyspozycji
po kilka determinant obecnych na powierzchni biatka. Do syntezy epitopu widocznie wybrano
najszerzej opisany peptyd jednakze inny niz ten, ktéry w przypadku niniejszej pracy bytby
immunodominujacym do identyfikacji w matrycy zywnosciowej. Praca z krélikami rowniez wydaje sie
by¢ w szczegblny sposdb wydtuzona. Kréliki powinny wazy¢ ok. 2,5 kg, natomiast 5 miesieczne z
pewnoscig byly juz ciezsze i zbyt stare do uzyskania wymaganej aktywnosci immunologicznej. A
proces immunizacji przez 25 tygodni mija sie z celem, jezeli po pierwszych trzech szczepieniach w
odstepie dwdch tygodni nie obserwuje sie reakcji uktadu immunologicznego zwierzecia. Miano 1024,
nie wiem jak oszacowane, o niczym nie $wiadczy.

W podsumowaniu Autorka w sposdb ogdlny acz krytyczny odniosta sie do catosci
wykonanych przez siebie prac badawczych. Pragne jednakie zwrdci¢ uwage, ze jak dotad nie
opracowano zadnej metody analitycznej dedykowanej do ekstrakcji biatek alergennych. Faktem jest,
ze alergeny to w wiekszosci biatka, a czy bedg wykazywaty potencjat alergenny, jest uzaleznione od
tego w jaki sposdb zareaguje organizm gospodarza podczas kontaktu z tymi biatkami. Alergia dotyczy
tylko niektérych osdb, dla wiekszosci spoteczeristwa wszystkie biatka sg bezpieczne. Uzywanie nazwy
»natywne biatka” przypisatabym formom biatek w jakich znajdujg sie i funkcjonujg w organizmach
czy surowcach nie za$ po jakimkolwiek dziataniu technologicznym. Nie stwierdzitam, aby Autorka
podjeta sie ,izolacji alergennych peptydow” (str. 180, 9 I. od g.), 0 czym wspomina w tekscie.

Autorka wspomina réwniez o istocie dobrania wtasciwych przeciwciat, wskazujgc na zalety
przeciwciat monoklonalnych. Jednakze w przypadku pracy z Zywnoscig jest to wiasciwie niemoiliwe
ze wzgledu na bogactwo chemiczne matrycy zywnosciowej i np. btad oszacowania, ktéry z epitopédw
bytby immunodominujgcym.



Praca nie zawiera oddzielnego rozdziatu pt. ,Dyskusja”, czesto charakterystycznego dla tego
typu opracowan. Dysertacja kofczy sie piecioma wnioskami. Jednakze brak mi wskazania co byto
gtéwnym osiggnieciem Doktorantki podczas realizacji badan.

Literatura. Doktorantka skorzystata z 147 pozycji literaturowych polsko- i angielskojezycznych
stanowigcych kompendium wspéfczesnej wiedzy w ramach opracowywanego tematu. Swiadczy to o
sumiennym przegladzie biezgcej literatury w interesujgcym zakresie badawczym. Uwage zwraca brak
zacytowania publikacji polskiej z rodzimej Katedry (Paulina Gérecka, Dorota Piasecka-Kwiatkowska,
Agnieszka Frala; Poszukiwanie optymalnej metody wyodrebniania alergendw sojowych z produktéw
miesnych; Zeszyty Problemowe Postepéw Nauk Rolniczych nr 579, 2014, 9-15), z ktdérej niewatpliwie
Doktorantka musiata czerpac inspiracje do swych badan.

Przedstawione powyzej uwagi w Zaden sposob nie obnizajg pozytywnej oceny rozprawy.
Praca zawiera wiele interesujacych wynikdéw.

Strona edytorska pracy nie budzi zastrzezen. Czes$¢ graficzna obrazujgca uzyskane wyniki
zostata przedstawiona bardzo starannie i czytelnie, co $wiadczy o tatwosci postugiwania sie przez
Autorke programami komputerowymi, zaréwno edytorskim jak i graficznym.

Podsumowujgc mozna zatem stwierdzi¢, ze zgodnie z wymogami ustawowymi oceniana
praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a Doktorantka posiadta umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Whiosek koricowy

Podsumowujgc, stwierdzam, ze praca przedstawiona do recenzji wymagata od Autorki duzej
wiedzy merytorycznej, Swiadomosci przeprowadzenia licznych analiz wstepnych, dobrej organizacji
pracy i aktywnego wysitku badawczego. Autorka wykorzystata nowoczesne techniki analityczne
siegajgc po narzedzia immunometryczne.

Stwierdzam, Ze praca jest napisana w sposéb prawidtowy, zgodnie z wymogami okreslonymi w
art.13. ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz.1852, z 2015 r. poz.249, 1767). Autorka przygotowujgc
prace wykazafa sie duzg wiedzg teoretyczng, gieboka znajomoscia tematu badawczego, dojrzatoscig naukowg oraz
biegtoécig w wykorzystaniu nowoczesnego warsztatu analitycznego.

Powyzsze stwierdzenie upowaznia mnie do przediozenia Radzie Naukowej Wydziatu Nauk o Zywnosci i
Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu wniosku o przyjecie pracy doktorskiej pt.:
"ldentyfikacja biatek soi o wtasciwosciach alergennych w produktach miesnych” oraz o dopuszczenie

dr hab. Barbara Wrdéblewska prof. nadzw.

jej Autorki - Mgr inz. Pauliny Zielinskiej do publicznej obrony.



Btedy edytorskie
Str.12; 1 I. od dotu — ,mikroflora jelitowa” — powinno by¢ zamienione na ,,mikrobiota”

Str.22; 8, 9 |. od d.- zdanie ,,Produkty miesne z racji wysokiej zawartosci réznych biatek i ttuszczu,
stanowig ztozong matryce do izolacji alergendw sojowych” mylnie wskazuje, ze alergeny to oddzielna
grupa zwigzkow chemicznych wymagajaca specjalnej procedury. Jednakze sg to powszechnie
wystepujace biatka, ktére moga wywotywaé nadwrazliwosc¢ u nielicznej grupy osob. A prawdag jest, ze
zywno$¢ stanowi ztozong matryce analityczng, trudna do prowadzenia immunometrycznych analiz.

Str. 29; 4 |. od géry —, pozwolitaby” powinno by¢ zamienione na ,,pozwolitoby”
Str. 30; 9 |. od dotu — , kompetencyjnym” powinno by¢ zamienione na ,kompetencyjny”

Str. 31.; 8 I. od d. — ,odzysk analityczny” — w przypadku opisu zastosowania testu ELISA raczej
powinno sie méwi¢ o ,wyniku”. ,0dzysk analityczny” to kontrola doktadnosci wynikéw analitycznych
w przypadku braku materiatéw referencyjnych.

Str. 41; 10|. od d. - ,Zzlatyna” powinno byé zamienione na ,Zelatyna”
Str. 61; 5. od d. = ,,alegennym” powinno by¢ zamienione na ,alergennym”

Str. 67; 2 I. od d. — ,odpowiadajgcezawartosci” powinno by¢ zamienione na ,odpowiadajgce
zawartosci”

Str. 135; 3 . od d. — ,wzrost zawartosci biatka” powinno byé zamienione na ,wieksza zawartos¢
biatka”

Str. 144, 145, (Ryc. 40, 41, 42, 43), 175, 176 (Ryc. 54, 55, 56) - ,abcam ab3459” prosze zmieni¢ na
,abcam ab34549”

Str. 151, 2 . od g. - ,,rodziaty” powinno by¢ zamienione na ,rozdziaty”
Str. 176, 11 1. od d. - ,Gy” powinno by¢ zamienione na ,,Gly”

Str. 179, 7 l. od g. - ,Optymalg” powinno by¢ zamienione na ,,optymalng”
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