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alergennos¢ zywnosci”

Podstawa opracowania recenzji

Podstawa opracowania recenzji jest Uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 1 lipca 2021 roku oraz
pismo podpisane przez Dziekana Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu prof. UPP dr hab.
Bozeny Danyluk z dnia 16.08.2021r.

Zawartos¢ rozprawy

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska wykonana zostata pod kierunkiem prof. UPP dr
hab. inz. Magdaleny Zielinskiej-Dawidziak z Katedry Biochemii i Analiz Zywnosci, Wydziatu
Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Zgodnie z Ustawa z dnia
14 marca 2003r o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm., oraz Dz.U.2014, poz. 1383, z p6zn. zm) stanowi ona cykl pieciu
spojnych tematycznie prac oryginalnych opublikowanych w angielskojezycznych czasopismach
naukowych oraz jednego opracowania polskojezycznego. Wszystkie prace byty opublikowane w
latach 2018 - 2021:

1. Tomczak A., Zielinska-Dawidziak M., Piasecka- Kwiatkowska D., Lampart Szczapa E. 2018.
Blue lupine seeds protein content and amino acids composition. Plant, Soil and Environment, 64
(4): 147-155.

IF: 1.530, MEIN: 70



2. Tomczak A., Zielinska-Dawdziak M., Piasecka- Kwiatkowska D., Springer E., Lampart-
Szczapa E. 2018. Cross-reactions between proteins isolated from new narrow-leafed lupine
breeding lines and antibodies present in the sera of patients sensitized to soybeans and peanuts.
European Food Research and Technology, 245(2):433-441.

IF: 1.940, MEIN: 70

3. Tomczak A., Ziclinska-Dawidziak M. 2018. Lubin - mozliwosci wykorzystania [Lupine -
possibilities of use]. Przemyst spozywczy, 73(6): 25-28.MEIN: 5

4. Zielinska-Dawidziak M., Tomczak A., Burzynska M., Rokosik E., Dwiecki K., Pisaecka-
Kwiatkowska D. 2019. Comparison of Lupinus angustifolius protein digestibility in dependence
on protein, amino acids, trypsin inhibitors and polyphenolic compounds content. International
Journal of Food Science and Technology, 55(5): 2029-2040.

MEIN: 70

5. Tomczak A., Zielinska-Dawidziak M., Piasecka-Kwiatkowska D. 2020. Differences in the
immunoreactivity of milk from local farms and from points of purchase. European Food Research
and Technology, 246( 1):93-101

IF: 2.998, MEIN: 70

6. Tomczak A., Kmiotek M., Zielinska-Dawidziak M. 2021. Soybean and lupine addition in hens
nutrition - influence one egg immunoreactivity. Molecules, 26(14):4319.

IF: 4.411, MEIN: 100

SUMA IF: 10,879

SUMA MEIN: 385

Dla powyzszych publikacji ilos¢ punktéw odpowiada punktacji czasopism umieszczonych na
liscie Ministra Edukacji i Nauki z dnia 9 lutego 2021 r.

Pani mgr Aneta Tomczak byla pierwszym autorem w pigciu publikacjach.

Nastepstwem badan przedstawionych w powyzszych publikacjach bylo opracowanie przez
Doktorantke projektu do konkursu Preludium pt.: ,,Badania nad skladem biatkowym 1
immunoreaktywnoscig jaj pozyskanych od kur karmionych paszami z dodatkiem nasion roslin
stragczkowych: tubinu 1 so1” , ktory uzyskat finansowanie z NCN.

Nr rejestracyjny: 2020/37/N/NZ9/00128; Kierownik projektu: mgr Aneta Tomczak.

Komentarz wstepny

W ostatnich latach obserwuje si¢ wykorzystanie tubinu jako sktadnika Zywnosci, za$
Polska jest jednym z najwickszych producentow tego surowca wsrdd krajow europejskich. Lubin
moze by¢ stosowany do zwigkszenia zawartosci biatka w pieczywie, ciastkach, makaronach,
salatkach, hamburgerach 1 kietbasach. Ze wzgledu na swoje technologiczne wlasciwosci moze
stanowi¢ suplement bialek soi i mleka. Biatka nasion tubinu posiadaja korzystne wtasciwosci
reologiczne takie jak wlasciwosci emulgujace 1 pienigce oraz wysoka zdolno$¢ wigzania wody.
Poza tym tubin ceniony jest ze wzgledu na warto$¢ odzywcza, stosunkowo wysoka zawarto$¢
biatka i blonnika pokarmowego, ale niski poziom kwasow thuszczowych 1 weglowodanow. Jest
bogaty w przeciwutleniacze i witaminy, a w poréwnaniu do innych roslin stragczkowych
charakteryzuje si¢ niskim poziomem czynnikéw antyodzywczych takich jak inhibitory trypsyny
lub saponiny.



Jednoczesnie dane literaturowe wskazuja, ze tubin zawiera potencjalnie toksyczne
alkaloidy i alergeny pokarmowe. Wedtug danych z Allergen Nomenclature Subcommittee of the
World Health Organization alergeny i izoalergeny tubinu naleza do réznych rodzin biatek:
globulin (a-, B- i y-konglutyna), albumin 2S (3-konglutyna), biatek zwigzanych z patogeneza (PR-
10), niespecyficznych biatek przenoszacych lipidy (nsLTP) i profilin. Alergia na biatka tubinu
moze by¢ konsekwencjg dwoch réznych Sciezek uczulenia: pierwotnego uczulenie w wyniku
spozycia biatek tubinu lub posrednio przez uktad oddechowy. Uczulenie na biatka tubinu moze
rowniez wystagpi¢c w wyniku reaktywnosci krzyzowej z innymi roslinami strgczkowymi
(soczewica, groch i soja), a w szczegdlnosci po kontakcie z orzechami ziemnymi.

W przedlozonej pracy Doktorantka skupita si¢ na ocenie wartos$ci odzywczej polskich
r6znych odmian tubinu waskolistnego, immunoreaktywnosci bialek nasion oraz transmisji biatek
i peptydow potencjalnie alergennych do surowcow roslinnych, a takze zmianie ekspresji bialek
mleka i jaj pochodzacych od zwierzat zywionych pasza wzbogacong o nasiona tubinu
waskolistnego.

Omowienie

Rozprawa doktorska sktada si¢ z dwoch czesci. Pierwsza z nich (56 stron) to opis calosci
przeprowadzonych badan w jezyku polskim. Znajduja si¢ tu wszystkie wymagane rozdzialy t;.
streszczenie po polsku i1 angielsku, wprowadzenie przyblizajace czytelnikowi opracowane
zagadnienie, hipotezy badawcze, cel pracy doktorskiej, wyniki badan w trzech podrozdziatach
omawiajgce uzyskane rezultaty w porzadku publikacyjnym, podsumowanie, wnioski, spis
zalacznikow oraz bibliografi¢. Druga cze$¢ opracowania stanowig kopie szesciu publikacji,
sktadajace si¢ na rozprawe doktorska, a takze o$wiadczenia wspotautorow o0 zakresie prac nad
kazdym z manuskryptow. Publikacje byty juz recenzowane przez ekspertow podczas walidacji ich
do druku, nie mniej zapoznanie si¢ z nimi nasune¢lo mi pewne watpliwosci, ktore chciatabym
oméwic¢ 1 wyjasni¢ z Doktorantkg podczas obrony doktoratu.

1. Tomczak A., Zielinska-Dawidziak M., Piasecka-Kwiatkowska D., Lampart-Szczapa E. 2018.
Blue lupine seeds protein content and amino acids composition. Plant, Soil and Environment, 64
(4): 147-155.

Przedstawione badania miaty na celu wskazanie najkorzystniejszej odmiany tubinu
waskolistnego pod wzgledem wartosci odzywczej. Uprawy przeprowadzono w latach 2015 i
2016r, w dwoch lokalizacjach wojewodztwa wielkopolskiego, Wiatrowie i1 Przebgdowie,
oddalonych od siebie o ok. 26 km. Udziat Doktorantki dotyczyt wykonania analiz sktadu
aminokwasowego, co stanowilo istotng cz¢s¢ badawcza opisang w manuskrypcie, przygotowanym
w gléwne] mierze przez Pani mgr Anete Tomczak. R6znorodnos¢ wynikow nie pozwolita na
wskazanie jednej odmiany tubinu, ktorg mozna byloby uzna¢ za najkorzystniejsza. Wpltyw
warunkow pogodowych, suma opadow i odmiana tubinu byty decydujacymi czynnikami
wplywajacymi na rezultaty badan w kazdej lokalizacji geograficznej. Spostrzezenia te sg istotne
w aspekcie prowadzenia upraw tubinu, albowiem uzyskane wyniki analityczne dowodzs, ze nie
mozna unifikowa¢ wynikdw chociazby ze wzgledu na potozenie geograficzne doswiadczalnych
pol. Warto podkresli¢, ze wyniki badan pozwolity na weryfikacje jednej z hipotez zatozonych na
poczatku projektu.



2. Tomczak A., Zielinska-Dawdziak M., Piasecka-Kwiatkowska D., Springer E., Lampart-
Szczapa E. 2018. Cross-reactions between proteins isolated from new narrow-leafed lupine
breeding lines and antibodies present in the sera of patients sensitized to soybeans and peanuts.
European Food Research and Technology, 245(2):433-441.

IF: 1.940, MEIN: 70

Kolejna publikacja dotyczy okre$lenia immunoreaktywnosci biatek obecnych w
nowych odmianach tubinu waskolistnego. Wktad Doktorantki podczas realizacji badan w zakresie
tego zadania byt znaczny i dotyczyt oznaczenia stezenia biatka, ekstrakcji biatek, przeprowadzenia
elektroforezy SDS-PAGE, metody western-blot, a fazie koncowej przygotowania manuskryptu.
Wobec braku dostgpnosci do surowic ludzkich skierowanych bezposrednio do biatek tubinu
Autorka uzyla surowice pacjentow z alergia na soj¢ i orzechy ziemne wykorzystujac wiedze
literaturowa dotyczaca wystepowania reakcji  krzyzowych pomigdzy biatkami roslin
stragczkowych. Jest to praktyczny rodzaj podejscia analitycznego, pozwalajacy w przyblizeniu
oszacowa¢ immunoreaktywnos¢ nowego zrddla bialek pokarmowych. Szkoda, ze wykorzystano
tylko dwie surowice, chociaz zdaj¢ sobie sprawe, ze jest to bardzo drogocenny analit i trudny do
uzyskania, warunkujacy badania tego typu. W opisie brakuje jednak doktadnej analizy uzytych
surowic. Interesuje mnie czy pacjenci, od ktorych pochodzity surowice byli alergikami tylko na
soj¢ 1 orzechy arachidowe? Czy przeprowadzono analiz¢ tylko w kierunku tych dwoch zrodet
alergendw, na co wskazywatoby uzycie testu ELISA? Jak wobec tego ustali¢ ewentualne reakcje
krzyzowe wynikajace z polialergii, o ile takowa wystepowata u pacjentéw i mogtaby wptyna¢ na
modyfikcj¢ wynikow? Prosze¢ o zajecie stanowiska w tym zakresie.

Mam watpliwosci, czy stosowanie wymiennie nazwy ,biatko” i ,peptyd” jest
prawidlowym postgpowaniem podczas interpretacji wynikow uzyskanych metoda SDS-PAGE,
ktéra stuzy do analizy profilu biatek?

Dotychczasowe dane literaturowe zalecaja stosowanie nazw:

- ,peptyd” - dla zwigzkow sktadajacych sie z mniejszej ilosci monomerow aminokwasowych niz
100.

- ,biatko” - dla zwigzkow sktadajacych si¢ z wigkszej ilosci monomeréw aminokwasowych niz
100.

Dlatego tez granica masy molekularnej migdzy peptydami (polipeptydami) a biatkami jest
okreslona jako 10 kDa.

W tym miejscu, prosz¢ Doktorantk¢ o komentarz na temat zastosowanej nomenklatury przy
opisie elektroforezy zaréwno w publikacji (np. str 437: ,,20 peptides with MW in the range 21—
84 kDa” i ,,extract obtained from peanut, only of 9 peptides with MW among 19-60 kDa” itd. na
dalszych stronach publikacji) jak i w polskoje¢zycznej czesci opisowej doktoratu.

Odnoszac si¢ do opisu przygotowanego przez Doktorantke (str 29) chcialabym zwrdcié
uwage, ze podczas swoich badan nie przeprowadzita Ona identyfikacji glownych alergendéw
pokarmowych Gly m 5 i Gly m 6 (sojowych) oraz Ara h 2 i Ara h 3. Aby tego dokona¢ nalezatoby
wykona¢ analizg spektrometryczng i poprzez analizg in silico ustali¢ sktad wyizolowanego biatka
1 jego pozycje¢ oraz charakterystyke w bazach danych. Moge sadzi¢, ze wizualizacja profilu
biatkowego prébek tubinu i poréwnanie obrazéw SDS-PAGE dostepnych literaturowo byto
pomocne w ustaleniu nazw uwidocznionych spotow biatek o okreslonej masie molekularne;j.
Bytabym jednak ostrozna ze wskazywaniem biatek tubinu jako znanych i zidentyfikowanych juz
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alergenéw wytacznie poprzez homologi¢ z wynikami opublikowanymi wcze$niej przez réznych
autoroéw dla analogicznych surowcow roslinnych. Nalezatloby wykona¢ dalsze analizy
proteomiczne, ktore pozwolityby na faktyczng identyfikacje reaktywnych biatek tubinu.

3. Tomczak A., Zielinska-Dawidziak M. 2018. Lubin-mozliwos$ci wykorzystania [Lupine -
possibilities of use]. Przemyst Spozywczy, 73(6): 25-28.MEIN: 5

Uwazam, ze zamieszczenie tej publikacji nie bylo konieczne, albowiem jest to
polskojezyczny artykut opublikowany w Przemysle Spozywczym, ktore to czasopismo jest
,fachowym miesi¢cznikiem przeznaczonym dla menedzerdw i technologéw branzy spozywcze;j”.
Autorka wspomniata (20 strona opisu rozprawy doktorskiej), ze duza cze$¢ artykutlu zostata
wykorzystana do opracowania stowa wstgpnego doktoratu. Publikacja nie wnosi oryginalnych
wynikow do samego doktoratu, aczkolwiek przybliza wiedzg osobom zainteresowanym
wykorzystaniem tubinu w przemysle spozywczym. Popularyzowanie wynikow wiasnych badan
naukowych jest pozadanym krokiem, co uznaje¢ za glowne intencje Autorki.

4. Zielinska-Dawidziak M., Tomczak A., Burzynska M., Rokosik E., Dwiecki K., Piasecka-
Kwiatkowska D. 2019. Comparison of Lupinus angustifolius protein digestibility in dependence
on protein, amino acids, trypsin inhibitors and polyphenolic compounds content. International
Journal of Food Science and Technology, 55(5): 2029-2040.

MEIN: 70

W niniejszym artykule Doktorantka dokonata poréwnania strawnosci biatek badanych
odmian tubinu waskolistnego zebranych w dwodch kolejnych latach (2015 1 2016) w zalezno$ci od
miejsca uprawy, czynnikdbw pogodowych, aktywnosci inhibitora trypsyny, stopnia
ekstrahowalno$ci biatek, sktadu aminokwasowego nasion oraz obecnosci zwigzkow fenolowych.
We wnioskach Doktorantka zawarla stwierdzenie, ze nie zaobserwowala statystycznej zaleznosci
pomiedzy iloscig flawonoidow a strawnoscig biatka. Interesuje mnie czy Doktorantka rozwazata
mozliwo$¢ analizy oddziatywania poszczegdlnych zwigzkow fenolowych na strawnos$¢ biatka, a
nie tylko oceniajac ich og6lna ilos¢. Czy w Pani opinii, ktores ze zwigzkow fenolowe moga miec
szczegblnie znaczacy wpltyw na strawno$¢ biatek? I czy Doktorantka widzi potrzebe i /lub
mozliwo$¢ ingerencji w poziom strawnosci poprzez zmiany w sktadzie zwigzkéw fenolowych?

5. Tomczak A., Zielinska-Dawidziak M., Piasecka-Kwiatkowska D. 2020. Differences in the
immunoreactivity of milk from local farms and from points of purchase. European Food Research
and Technology, 246(1):93-101.

IF: 2.998, MEIN: 70

Zmiany immunoreaktywno$ci  wyrobow  spozywczych  wskutek  procesow
technologicznych, w kierunku ich obnizenia, s oczekiwanym wynikiem procesow prowadzonych
na surowcach i produktach. W realizowanym projekcie Doktorantka dokonata obserwacji jakosci
mleka uzyskanego po zywieniu zwierzat paszami o zroznicowanym sktadzie, tj. dodatku nasion
tubinu waskolistnego lub soi. W publikacji brakuje danych dotyczacych dawki nasion tubinu
zastosowanej podczas zywienia zwierzat oraz rodzaju obrobki technologicznej nasion 0 ile taka
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byla prowadzona. Jest to o tyle istotne, ze nasiona tubinu posiadajag w swym sktadzie substancje
niepozadane, glownie alkaloidy, co decyduje o granicznej dawce stosowania ich do paszy. Prosze
w tym miejscu Doktorantke o wyjasnienia.

Czytajac wstep zaintrygowato mnie zdanie dotyczace IgA- i 1gG-zaleznej alergii (“The
mechanism of those undesirable and abnormal reactions of the immune system to milk proteins is
recognized both as the IgE-mediated type as well as non-1gE mediated (i.e., IgA- or IgG-mediated)
allergies”). Prosze Autorke o wyjasnienie, co w Jej ocenie oznacza ,,JgA- or lgG-mediated
allergy”.

Wyniki uzyskane w badaniach przez Doktorantke naktonily Ja do wysnucia $miatego
wniosku dotyczacego mozliwosci wystgpienia roéznic w skladzie bialek mleka (cyt.: ,,The
presented results indicate a possible difference in milk protein composition, and—as a
consequence—in immunoreactivity of milk obtained from the cows fed fodder of different
compositions”). Trudno mi jest zgodzi¢ si¢ z Autorka, ze w profilu biatkowym mleka krowiego
ujawnily si¢ dodatkowe bialka o masie czasteczkowej ok. 18 kDa 1 ok. 15kDa (ang. additional
proteins) na profilu SDS-PAGE, wigc chetnie w tym miejscu wystucham dodatkowych wyjasnien.

Interpretacja wynikow profilu biatek na elektroforegramie dotyczaca pojawienie si¢
nowych bialek w profilu wydaje si¢ by¢ kontrowersyjna. W procesie syntezy biatek mleka u
ssakow, przebiegajacym szlakiem mTOR, kluczowg role spetniajag aminokwasy, jako elementy
budulcowe, glukoza, ktora jest Zrodtem energii i insulina. Wydajno$¢ mleczna krow jest zalezna
od ich diety, jednakze kompozycja bialek mleka jest niezmienna, chociaz ekspresja
poszczegodlnych biatek moze zwigkszaé si¢ lub zmniejsza¢ wskutek zywienia i stymulowania
zwierzat paszami o zréznicowanym sktadzie (kukurydza, lucerna, zboza, kiszonki).

Prosz¢ o wyjasnienie dlaczego nie wykonano analiz mleka np. elektroforezg
dwukierunkowa i Maldi-Tof/MS z wykorzystaniem danych np. z bazy informatycznej Mascot, co
pozwolityby na rozpoznanie i doktadng identyfikacje¢ nieznanego biatka. Wykonanie tej analizy
nie jest obecnie kosztowne 1 w zaleznosci od zadanego zakresu analizy zamkneloby si¢ w
granicach 700-2000 PLN dla jednego biatka. Takie podej$cie pozwolitoby na pelne wnioskowanie
1 na pewno stanowitoby nowos$¢ w badaniach, oraz od razu rozwiatoby wszelkie watpliwosci coO
do pochodzenia biatka. Poprosz¢ w tym miejscu Doktorantke o komentarz czy zamierza rozwijaé
ten typ badan i jezeli tak, to w jakim kierunku.

Doktorantka podkres$lita takze, ze immunoreaktywno$¢ mleka byta pochodna rodzaju
paszy jaka otrzymywaty krowy. Probki pozyskane od krow zywionych paszami zawierajacymi
ro$liny stragczkowe, soj¢ badz tubin, byly mniej immunoreaktywne w reakcji z surowicami dzieci
z alergig na soj¢. Przyjmuje ten fakt, poniewaz mozna sadzi¢, ze dieta, a nast¢pnie metabolizm
dokonujacy si¢ w organizmie krowy mogt mie¢ wptyw na taki stan rzeczy. Ekspresja bialek
alergennych mogta ulec zmianie, a co z tym jest zwigzane, ich reaktywnosc.

W paragrafie dotyczacym materiatlow i metod zabrakto mi informacji dotyczacej testu ELISA
zastosowanego do okreslenia klasy przeciwcial uzytych do analiz. Czy byt to test komercyjny,
jesli tak to jakiej firmy (numer katalogowy)?

W czesci obejmujacej wyniki i dyskusje Autorka napisata, ze nie stosowata podczas
badan trawienia in vitro, poniewaz dzieci cierpigce na alergi¢ z racji niedojrzatego w petni uktadu
immunologicznego, trawig biatka w uposledzony sposéb (str. 96.: ,,To analyze peptides and
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proteins in the studied samples, they were not digested in the in vitro experiment, because milk
allergy affects mainly children with an immature immune system and the problem of allergy
results also from incomplete digestion of proteins in their digestive tract”).

Trudno zgodzi¢ si¢ z takim ttumaczeniem, albowiem biezace badania dowiodty, ze w

mleku przeznaczonym do spozycia, peptydy sa juz obecne jeszcze przed jego konsumpcja, CO jest
wynikiem licznych proceséw technologicznych, ktorym jest ono poddawane podczas produkcji.
Dane literaturowe wskazuja, ze podczas trawienia w zotgdku zidentyfikowano ok. 650 peptydow
pochodzacych z biatek mlecznych, przy czym ich gtownym Zrodlem jest B-kazeina. Bioaktywne
peptydy, obecne na etapie zotagdka niemowlat, posiadaja rdézne aktywnosSci biologiczne
(immunomodulujace, opioidowe, przeciwnadci$nieniowe i przeciwbakteryjne). Na dalszych
etapach trawienia powstaja kolejne peptydy, ktorych liczba przekracza ponad 1500. Te dane
wskazuja na potencjalng trudno$¢ w identyfikacji pochodnych biatek na drodze in vitro, za$
epitopy sa strukturami do$¢ trwatymi, dlatego tez migrujac ze Swiatla jelita do komorek stajg si¢
niebezpieczne dla osob z alergig. Warto podkresli¢, ze w badaniach na prosigtach stwierdzono
takze w Swietle jelita obecno$¢ biatek nietrawionych w ilosci ok 1-2%.
Szkoda, ze obserwacje poczynione podczas prac badawczych nie zostaty skorelowane z analizg in
silico, tym bardziej, ze Autorka podkreslita iz w biezacej literaturze brak jest informacji nt.
reaktywnosci krzyzowej pomigdzy B-1g, biatkami soi i tubinu (str. 99.: “But there is no information
in the literature about the cross-reactivity of BLG, soy and lupine.”). Przedstawione analizy slot-
blot sg zazwyczaj obarczone btgdem, aczkolwiek mozna sadzi¢, ze pomagajg we wnioskowaniu W
zakresie immunoreaktywnosci badanych surowcow i produktow.

6. Tomczak A., Kmiotek M., Zielinska-Dawidziak M. 2021. Soybean and lupine addition in hens
nutrition - influence one egg immunoreactivity. Molecules, 26(14):4319.
IF: 4.411, MEIN: 100

Na tym etapie prac badawczych Doktorantka zaproponowata do§wiadczenie, w ktorym
analizowata sktad biatkowy jaj pochodzacych od kur Zywionych réznymi paszami. W paszach
zastosowano dodatek soi oraz tubinu waskolistnego. Artykul jest juz opublikowany, jednakze
kilka kwestii chciatabym przedyskutowaé z Doktorantkg podczas obrony.

W celu ekstrakcji biatek zostato uzytych sze$¢ roznych ekstrahentow, wybranych na
podstawie dostepnej literatury. Uzyskano zrdéznicowane profile biatkowe poszczegélnych
ekstraktow. Jednakze staba jako$¢ elektroforegramow (Fig.1. str.3) nie pozwala na doktadng ich
oceng. Na elekroferegramie nie pokazano catosci zelu, na ktorym bytyby widoczne studzienki,
obrazujace poczatek analizy. Dot elektroforegramu jest uciety i nie mozna oceni¢ czy analiza
dobiegta konca. Sa to wycinki profilu biatkowego praktycznie niemozliwe do identyfikacji. By¢
moze ilo$¢ biatka w studzienkach byta zbyt duza i stad taki niewyrazny obraz (?), ponadto opisy
poszczegolnych $ciezek sg przesunigte, co zaburza ich przesledzenie. Pomimo wyboru
Doktorantki, co do ekstrahenta, osobiscie uznatabym za korzystniejszy PBS, gdzie uzysk biatka
byt wystarczajacy (Tab.1.) oraz obraz elektroforetyczny uzyskanych biatek byt wyrazniejszy.
Stosujac roztwory Tritonu lub SDS do ekstrakcji mozna sadzi¢, ze biatka byty silnie
zdenaturowane juz podczas procesu ekstrakcji i podzielone na podjednostki i/lub izoformy, co
moglo zawazy¢ na interpretacji uzyskanych wynikow podczas elektroforezy i dalszej pracy
badawczej.



Ze swej strony zalecalabym zapoznanie si¢ np. z praca GUILMINEAU et al., J. Agric. Food
Chem. 2005, 53, 9329-9336 gdzie zaprezentowano tagodny proces ekstrakcji biatek, ktore
nastepnie byly uwidocznione w 20 oddzielnych prazkach, z opisem mas czasteczkowych,
relatywnego udziatu i ich nazw prawdopodobnych biatek. Niewatpliwie ta praca powinna znalez¢
si¢ w dyskusji wynikow.

Fig.1. Ten elektroforegram jest kluczowy dla dalszego ciggu pracy. Uwazam, ze na tym etapie
ekstrakty powinny by¢ analizowane metodg elektroforezy dwukierunkowej, a wszystkie biatka
zidentyfikowane metodg proteomiczng do tego dedykowang ( MS, Maldi Tof MS/MS). Wowczas
tatwo bytby oceni¢ zmiany w mapie biatek jaj pochodzacych od kur zywionych r6znymi paszami.
Fig. 2 przedstawia profil biatek obecnych w biatku jaj kurzych. W tym miejscu Autorka uzywa
frazy ,,alergen were identified”. Niestety nie mozna méwié o ,,identyfikacji” biatek tylko poprzez
porownanie do danych literaturowych. Ponownie, moja uwaga dotyczy potrzeby analizy
spektrofotometrycznej, ktora pozwolitaby faktycznie na identyfikacj¢ biatek, ich izoform, i/lub
fragmentow aminokwasowych.

Uwazam tez, ze trudno osadzi¢, aby biatko o masie ok. 20 kDa byto nowym, nieznanym biatkiem.
Moze to by¢ lekki tancuch miozyny 1f (Gal d 7), ktéry ma mase czasteczkowg 22 kDa, badz inna
determinanta alergenowa pochodzaca z biatek jaja. Baza Allergome opisuje obecnie 18 biatek jaj
o charakterze alergennym (Gal d 1.0101, Gal d 2, Gal d 2.0101, Gal d 3, Gal d 3.0101, Gal d 4,
Gal d 4.0101, Gal d 5, Gal d 5.0101, Gal d Apo I, Gal d Apo VI, Gal d Clusterin, Gal d IgY, Gal
d OIH, Gal d Ovomucin, Gal d Phosvitin, Gal d RfBP). Ciekawa jestem, czy Doktorantka bgdzie
jeszcze kontynuowata swoje badania, albowiem warto byloby zidentyfikowaé biatko, ktore
obecnie nosi miano “nieznanego’.

Ponadto, chce zwroci¢ uwagg, ze elektroforeza nie jest analizg iloSciows, dlatego tez nie mozna
uzy¢ zwrotu ,,decrease in the content of the protein with the molecular mass ~17 kDa (marked by
an asterisk) compared to their content in control eggs was observed”.

Fig. 3 W poréwnaniu do poprzedniego elektroforegramu (Fig.2) zwrocitam uwage, iz w celu
uwidocznienia biatek obecnych w biatku jaj, Doktorantka zastosowata barwienia Coomasi. Co
podyktowato taki wybor? Wydaje mi sig, ze korzystniejsze bytoby w tym przypadku barwienie
srebrem, bedace metodg czulszg od wybranej.

Fig.4. Ten elektroforegram jest odwrotnym przyktadem problematycznego barwienia biatek. Przy
spodziewanej duzej ilosci biatek ujawnionych podczas SDS-PAGE, zastosowanie barwienia
srebrem moze by¢ dyskusyjne, tym bardziej przy stabej jakosci zalaczonego elektroforegramu.
Widocznych jest tu wiele niewyraznych prazkéw i w tym wypadku przyporzadkowanie nazw
poszczegdlnym biatkom, ujawnionym w postaci licznych plam poprzez analogi¢ do danych
literaturowych moze by¢ obarczone duzym btgdem.

Fig.5. Waznym aspektem dobrze przeprowadzonej elektroforezy jest wypracowanie optymalne;j
iloéci biatka aplikowanego do studzienki. Wydaje si¢, ze mozna byloby jeszcze dopracowac
warunki rozdzialu, aby uzyska¢ wyrazny profil biatek. [los¢ biatka w czterech studzienkach z
prawej strony zelu wydaje si¢ by¢ zbyt duza, tym samym objetos¢ poszczegdlnych prazkoéw jest
wieksza niz w pierwszych $ciezkach z lewej strony zelu, co powoduje ,,zepchnigcie” nizej
wszystkich biatek w danej probie. Dlatego tez trudno kategorycznie wnioskowac, jakie biatka sa
obecne na profilu. Co prawda, na omawianym elektrforegramie brakuje merkeréw biatkowych dla
biatek powyzej ok. 26 kDa, aczkolwiek Autorka podkresla obecno$¢ nowego biatka o masie
czagsteczkowe]j ok. 37 kDa. Prosz¢ Doktorantke o wyjasnienie prawdopodobnego pochodzenia tego
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biatka. A moze juz byly prowadzone dalsze badania w kierunku jego identyfikacji?

Na str 6. przy opisie wynikow Western-blotu (p.2.2.4.) wkradt si¢ btad dotyczacy nazwy alergenu
lizozymu. Powinno by¢ Gal d 4, a nie Gal d 3.

Fig. 6-10 prezentuja wyniki uzyskane podczas analizy Western-blot. Identyfikacja zastosowanych
surowic jest mato precyzyjna. Nalezaloby doda¢ jaka metoda byly analizowane surowice. Czy
pacjenci byli uczuleni tylko na jeden alergen (sg to bardzo rzadkie przypadki), czy tez surowice
byly diagnozowane wobec obecnosci jednego, poszukiwanego alergenu? Jakie objawy
wystepowaly u pacjentoéw podczas kontaktu z alergenami? Czy wynikaty one jedynie z kontaktu
z jajem lub soja, czy byty wynikiem polialergii lub reakcji krzyzowych. W opisie metody Western-
blot brak informacji ile razy byta rozcienczana surowica wzigta do badan. By¢ moze postgpowanie
analityczne miatlo wptyw na stabg jako$¢ uzyskanych wizualizacji. Prosz¢ Doktorantke o
uzupetnienie tych informacji podczas obrony doktoratu.

Identyfikowanie biatek obecnych na membranie, po blotingu bezsprzecznie wymaga uzycia
zaawansowanych technik spektrofotometrycznych. W inny sposéb, trudno jest jednoznacznie
okresli¢ z jakimi biatkami mamy do czynienia, stosujac jedynie analize poréwnawczg.

W tym miejscu, w celu zachecenia do dalszych, szczegbtowszych badan chciatbym przytoczy¢
wyniki niemieckich naukowcow, ktorzy opisali za pomocg metody LTQ Orbitrap Velos z
wykorzystaniem oprogramowania MaxQuant identyfikacj¢ 158 biatek w biatku jaja kurzego, w
tym 79 biatek odkrytych zostalo po raz pierwszy (Mann & Mann, 2011). Wskazuje to na
mozliwo$¢ identyfikacji nawet $ladowych komponent, ktére moga posiada¢ determinanty
alergenowe reagujace krzyzowo z innymi alergenami. By¢ moze metoda elektroforetyczna
przeprowadzona przez Doktorantke rowniez ujawnia biatka jaja dotychczas nie brane pod uwage
jako glowne i silne alergeny. Nie mniej konieczna jest analiza proteomiczna, ktora mogtaby
potwierdzi¢ ten fakt.

Uwagi edytorskie

Podczas czytania przedtozone; do recenzji pracy zwrocitam uwage na pewne
niedociggnigcia redakcyjne w opisie przygotowanym w jezyku polskim, takie jak zgubione i
przestawione litery w wyrazach, brak spacji czy przecinka. Gotowe publikacje tez nie byly wolne
od matych bledoéw o czym wspominam jedynie z obowigzku osoby opiniujacej. Jednakze w mojej
ocenie, nie rzutuja one na merytoryczng jakos¢ pracy.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, stwierdzam, ze praca doktorska przedstawiona do recenzji jest dobrze
zaplanowana i spdjna pod wzgledem przeprowadzonych badan. Merytorycznie, przedstawione
zagadnienia mieszczg si¢ w zakresie dyscypliny technologia zywnosci i zywienia. Doktorantka
przedstawila bogaty plan dziatah poczawszy od uprawy tubinu waskolistnego w dwoch
lokalizacjach, poprzez oceng jakosSci uzyskanych nasion i analiz¢ ich wlasciwosci, a skonczywszy
na suplementacji tubinem paszy krow i kur oraz ocenie pozyskanych surowcow t;.



mleka i jaj. Realizacja projektu wymagata od Autorki pelnego zaangazowania, duzej wiedzy
merytorycznej i dobrej organizacji badan. Niewatpliwie praca stanowi znaczacy wkiad w
poszerzenie dotychczasowego stanu wiedzy na temat jakosci biatek tubinu wasokolistnego i jego
posredniego wptywu na alergenno$¢ zywnosci pochodzenia zwierzgcego (mleko, jaja).

Stwierdzam, ze praca doktorska jest napisana w sposob prawidlowy, 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.1383, z p6zn. zm).
Jest to opracowanie oryginalne, dobrze zaplanowane z mozliwoscig kontynuacji i zastosowania
zdobytej wiedzy w przemysle spozywczym i rolnictwie. A wigc ma charakter aplikacyjny.
Niedociaggnigcia jakie zostaly zauwazone i wskazane w publikacjach przeze mnie podczas
recenzji niniejszej pracy nie umniejszajg jej merytorycznej wartosci.

Powyzsze stwierdzenie upowaznia mnie do przedlozenia Radzie Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu wniosku o przyjecie
pracy doktorskiej pt.: ,,Warto$¢ odzywcza biatek tubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius) i
ich wplyw na alergennos$¢ zywnosci” oraz o dopuszczenie jej Autorki mgr inz. Anety Tomczak
do publicznej obrony.

Prof. dr hab. Barbara Wrdblewska
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