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Komentarz wstepny

Globalizacja jest nierozerwalnie zwigzana ze wspotczesnym $Swiatem. Obecny styl
zycia, mozliwos¢ podrézowania i tatwa dostepno$¢ do produktdw spozywczych z catego
Swiata sprawiajg, ze odkrywamy nieznane dotgad potrawy, a krewetki, awokado czy orzechy
nerkowca staty sie zwyczajnym skfadnikiem naszej codziennej diety. W konsekwencji do
organizmu dostarczane sg nieznane do tej pory substancje, ktére muszg zostac
przetworzone przez ukfad pokarmowy, ale takze odpornosciowy. W przypadku niektérych
0sOb ukfad immunologiczny nie nadgza za pojawiajgcymi sie nowymi informacjami
zwigzanymi ze spozywaniem nowych skladnikow i odpowiada nadwrazliwoscig dajgca
objawy alergii.

Owoce morza nalezg do grupy produktéw, ktérych obecnosc¢ i spozywanie przez osoby
nadwrazliwe jest szczegdlnie niebezpieczne, poniewaz moze wywotywaé objawy
uogolnione, powodujgce zagrazajgcy zyciu wstrzags anafilaktyczny. Produkty te obejmuja
szereg réznych gatunkéw jadalnych skorupiakow i mieczakow. Dla alergikéw dieta
eliminacyjna polegajgca na catkowitym wyeliminowaniu skfadnikéw alergennych z diety jest
jedynym skutecznym sposobem zapobiegania objawom choroby, gdyz nawet tak niewielkie
ilosci, jak 100pg moga by¢ niebezpieczne. Dlatego dla zapewnienia bezpieczenstwa
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konsumentéw konieczna jest kontrola obecnosci sktadnikdw alergennych w produktach
spozywczych. Klasycznie detekcja opiera sie na identyfikacji okreslonych peptydow
charakterystycznych dla danego alergenu, a metodami analitycznymi najczesciej
wykorzystywanymi i rekomendowanymi do ich wykrywania sg metody immunochemiczne.
Podstawg tych metod jest zdolnos¢ przeciwciat detekcyjnych do rozpoznawania epitopow
antygenu i tworzenia z nimi immunokomplekséw. Metody te majg jednak pewne
ograniczenia, sg ukierunkowane na detekcje tylko okreslonego peptydu, ktory jest
fragmentem antygenu, a zastosowanie obrébki technologicznej, czy zastgpienie jednego
sktadnika innym w kontekscie kontroli alergennosci produktu, moze skutkowa¢ wynikiem
fatszywie negatywnym.

Techniki bioinformatyczne i proteomiczne otwierajg nowe mozliwosci w zakresie
detekcji alergenéw, znacznie skracajg czas poszukiwania markerow i ograniczajg naktady
finansowe na kosztowne, mozolne badania analityczne, ktére sg konieczne w znacznie
ograniczonym zakresie. Pozwalajg tez na odejscie od klasycznych rozwigzan i stanowig
szanse na opracowanie nowych, innowacyjnych metod analitycznych. Wymaga to jednak
umiejetnosci korzystania z baz informatycznych i powigzania wiedzy i kompetencji z réznych
czesto odlegtych dziedzin. Przedstawiona do oceny praca z swiadczy, ze Doktorantka jest
Swietnie przygotowana do tak skomplikowanych zadanh. Dysertacja wpisuje sie w nurt badan
zwigzanych z kontrolg bezpieczenstwa zywnosci dla osob uczulonych na owoce morza.
Pani mgr inz. Marta Turto wykorzystujagc narzedzia bioinformatyczne i proteomiczne
poszukiwata uniwersalnych peptydow pochodzgce z tropomiozyn, ktére mogtyby stanowic
markery obecnosci roznych gatunkéw owocow morza w produktach spozywczych
poddanych réznego rodzaju obrobce kulinarnej. Biorgc pod uwage powyzsze, zaré6wno
wybér tematyki pracy doktorskiej mgr inz. Marty Turlo, jak rowniez sposob jej
realizacji uwazam za interesujace, majgce charakter nowosci naukowej.

Formalna i ocena pracy

Przedstawiona do oceny praca doktorska ma charakter eksperymentalny i zostata
starannie opracowana w formie monografii liczacej tgcznie 195 stron maszynopisu. Mozna w
niej wyrozni¢ dwie zasadnicze czesci: teoretyczng (21 stron) i badawczg (58 stron), a ich
wzajemne proporcje objetosci sg wiasciwe dla prac eksperymentalnych.

Cate opracowanie ma strukture typowg dla klasycznych prac doktorskich. Tradycyjnie
rozpoczyna je spis tresci oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Nastepnie
rozpoczyna sie gtdwna czes¢: Zagadnienie w Swietle literatury; Cel pracy; Plan badan;
Materiaty i Metodyka; Omowienie wynikow; Dyskusja wynikéw; Whnioski i stwierdzenia
koncowe; Literatura oraz Komputerowe bazy danych wraz z programami wykorzystywanymi
przy opracowaniu wynikow. Ponadto na koncu rozprawy znajdujg sie spisy: ilustracji, tabel,
zatgcznikow oraz wykaz skrétow. Na ostatnich 78. stronach manuskryptu w formie 6
rozbudowanych tabel oraz 34 rysunkow zamieszczono 8 zatgcznikéw, w ktdrych znajdujg
sie szczegbtowe wyniki analiz bioinformatycznych oraz widma masowe.
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W gtéwnej czesci pracy znajduje sie 8 tabel z czego 6 odnosi sie do czesci wynikowej
oraz 26 rysunkow, w tym 17 prezentujgcych wyniki badan. Ryciny sg czytelne, jedynie w
przypadku ryciny 26 sugerowatabym umieszczenie legendy pod wykresem, co zwiekszytoby
jej czytelnosé.

Wykaz piSmiennictwa obejmuje 197 pozycji literaturowych. Ws$réd zacytowanych,
wiekszos¢ stanowig prace opublikowane w ciggu ostatnich 10. lat, z czego prawie 35%
przypada na lata 2018-2022. Ponadto Autorka podczas opracowania manuskryptu
korzystata z zasobow 14. Internetowych baz danych.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze praca jest przygotowana bardzo starannie pod
wzgledem edytorskim, zawiera znikomg ilo§¢ drobnych btedéw, napisana jest poprawnym i
zrozumiatym jezykiem, jest ciekawa i tatwa w odbiorze, co biorgc pod uwage ztozonosc¢
zagadnien, ktore omawia nie byto prostym zadaniem.

Podsumowujagc moge stwierdzi¢, ze recenzowana praca speinia formalne
wymagania stawiane dysertacjom doktorskim.

Ocena merytoryczna rozprawy

Po zapoznaniu sie z ftreScig pracy stwierdzam, ze tytul dysertacji zostat
sformutowany w sposob prawidtowy, zwiezle i adekwatnie do jej tresci. Zastrzezen nie
budzg takze streszczenia, zarébwno polska, jak i angielska wersja, ktére w syntetyczny
sposOb opisujg badania wykonane przez Doktorantke uwzgledniajac wynikajace z nich
najwazniejsze wnioski.

Przeglad pismiennictwa

W pierwszej czesci pracy (Zagadnienia w swietle literatury) Autorka dokonuje przegladu
piSmiennictwa i w ciekawy sposéb zapoznaje i wprowadza czytelnika w tematyke dysertac;ji.
Ta czed¢ zostata bardzo logicznie zaplanowana i podzielona na osiem podrozdziatéw.
Pierwszy wprowadza czytelnika do zagadnien, ktére sg szczegdtowo omawiane w kolejnych
rozdziatach. W nastepnych dwéch omowiono ogdlne zagadnienia zwigzane z tematyka
dysertacji. W tej czesci scharakteryzowana zostata alergia pokarmowa oraz krzyzowe
reakcje alergiczne. W dalszej czesci Autorka przechodzi do zagadnien bardziej
szczegbtowych, bezposrednio zwigzanych z badanym materiatem. | tak w kolejnych trzech
rozdziatach opisata owoce morza, systematyzujgc wiedze na temat zaliczanych do tej grupy,
kulinarnie wykorzystywanych skorupiakéw i mieczakéw. Scharakteryzowata je takze pod
katem ich wtasciwosci alergennych, szczegdlng uwage poswiecajgc tropomiozynom, ktore
stanowity gtéwny przedmiot zainteresowan podczas realizacji niniejszej pracy. Ostatnie dwa
rozdziaty sg poswiecone ,Zastosowaniu markerow peptydowych w proteomice” i
scharakteryzowaniu tropiomiozyn jako potencjalnych prekursorow takich markeréw.
Omoéwione zostaty rézne techniki spektroskopii mas, ktére sg wykorzystywane w
proteomice, w tym sposoby ich analizy jakosciowej (identyfikacji) i iloSciowej. Szczegdtowo
rozwazano takze kryteria jakie nalezy zastosowac przy doborze peptydow, ktére mogg byé
wykorzystane jako markery alergenow w zywnosci. W ostatnim rozdziale przeanalizowano
mozliwosci wytypowania markerow alergennych tropiomiozyn.
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Podsumowujac te czes¢ pracy stwierdzam, ze Pani Magister w rzetelny i ciekawy
sposob, korzystajgc z wtasciwie dobranych zrédet, wprowadza w przedmiot swoich
badan ukazujac ich zasadnosé. Ta czes¢ pracy zostala opracowana, na podstawie
trafnie dobranej bibliografii, wskazujgc na duzg wnikliwo$¢ pani mgr inz. Marty Turlo.
Doboér merytoryczny zrédet oraz sposéb ich wykorzystania uwazam za prawidiowy.

Cel pracy
Doktorantka sformutowata cel pracy, ktory jest spéjny z tytutem rozprawy. Ponadto biorgc
pod uwage obecny stan wiedzy Doktorantka prawidtowo sformutowata cztery hipotezy
badawcze. Ich weryfikacja jest spojna z wyznaczonym celem. Na zakonczenie tej czesci
pracy przedstawiono etapy, ktére obejmowata realizacja pracy.
Czytajgc te czes¢ pracy nasunely sie pewne sugestie:

e Cel pracy ,wytypowanie peptydéw z tropomiozyn, uwalnianych po hydrolizie tych
biatek trypsyna, ktére mogg stanowi¢ uniwersalne markery obecnos$ci alergennych
tropomiozyn w przetworzonych produktach spozywczych” zostat sformutowany
poprawnie, jednak jest dos¢ zawily i zawiera powtdrzenia jezykowe, dlatego
sugerowatabym, jego uproszczenie (np. ,wytypowanie peptydéw uwalnianych z
tropomiozyn po ich hydrolizie trypsyna, ktére mogg stanowié¢ uniwersalne alergenne
markery ich obecnosci w przetworzonych produktach spozywczych”).

¢ Analizowanie zidentyfikowanych peptyddéw pod katem ich obecnosci w sekwencjach
epitopow alergennych tropomiozyn byta istotnym elementem realizacji badan,
dlatego niezrozumiatym jest wyodrebnienie tego zadania jako samodzielnego
akapitu.

Metodyka pracy

Ta czesc¢ pracy obejmuje dwa gtéwne rozdziaty: Plan badanh oraz Materiaty i metodyka.

W pierwszym Doktorantka przedstawia plan badah, w ktérym prowadzone badania
logicznie dzieli na dwie zasadnicze grupy analiz: bioinformatyczne oraz laboratoryjne.
Jednoczesnie przypisuje im okreslone zadania badawcze. Ten podziat porzadkuje
prowadzone analizy, co bardzo utatwia zapoznanie sie z catym uktadem doswiadczenia.
W kolejnej czesci pracy wykorzystujgc zaprezentowany wczesniej plan badan i podziat
analiz scharakteryzowano badany materiat. W przypadku analiz bioinformatycznych badano
wybrane sekwencje tropomiozyn, natomiast w badaniach laboratoryjnych wykorzystano
mrozone oraz gotowane produkty z owocow morza. Produkty mrozone dodatkowo poddane
byly obrébce kulinarnej, gotowaniu i smazeniu, niestety w opisie brakuje szczegdtow
dotyczgcych parametréw tych zabiegow.

Zgodnie z przedstawionym na wstepie rozdziatu planem badan poprawnie opisano
metodyki wykorzystywane w ramach poszczegdinych analiz.

Podsumowujac te czes¢ stwierdzam, ze uklad doswiadczenia zostal przez mgr
inz. Marte Turto przemyslany, prawidiowo i logicznie zaplanowany, a metodyka pracy
zostata przedstawiona w sposob wiasciwy, nie budzacy zastrzezen.
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Wyniki i ich oméwienie

Najobszerniejszg czes¢ dysertacji stanowi rozdziat, w ktérym Autorka zaprezentowata
i oméwita wyniki swoich badan. Ta czesc¢ pracy zostata podzielona na dwie czesci zgodnie z
planem badanh.

Pierwsza czes¢ dotyczy analizy bioinformatycznej, ktorej celem byto przeprowadzenie
hydrolizy trypsyng in silico i znalezienie peptydu uniwersalnego dla tropomiozyn mieczakow
i skorupiakéw. Na wstepie Autorka przeprowadzita hydrolize in silico 51 sekwenciji
tropomiozyn skorupiakéw i mieczakow i uzyskata 384 peptydy. Pdzniej przeprowadzita
selekcje peptydow w kierunku poszukiwania peptydu uniwersalnego, eliminujgc takie, ktére
wystepowaty tylko w jednej sekwencji aminokwasowej. Nastepnie z pozostatej puli 189
peptydow wykorzystujgc sugestie innych autoréw do dalszych analiz wybrata peptydy
o dtugosci 7-15 aminokwasow (72 peptydy). Analizowata je w bazie UNIProtKB pod kgtem
czestosci wystepowania w ogolnej liczbie sekwencji tropomiozyn. Na podstawie uzyskanych
wynikéw analizy in silico Doktorantka potwierdzita hipoteze, ze mozna wyodrebni¢ peptydy,
ktore sg charakterystyczne dla mieczakow, dla skorupiakow, ale takze takie ktére sg
wspolne dla obu tych grup. Biorgc pod uwage ogrom danych, ktére byty analizowane bardzo
cenne bylo zamieszczenie na Rys. 8, na poczatku rozdziatu schematu postepowania przy
wyborze peptyddw podczas analizy in silico, ktéry systematyzuje i wyjasnia dobér probek do
kolejnych etapéw badan. Swiadczy tez o dobrym przygotowaniu Pani magister do
prowadzenia badan bioinformatycznych, o umiejetnosci poprawnego ich zaplanowania i
wlasciwego wyciggania wnioskow na poszczegolnych etapach, co pozwalato prawidtowo
dobierac probki do dalszych analiz.

W kolejnej czesci przedstawiono wyniki analizy laboratoryjnej. Na podstawie obrazow
SDS-PAGE przeprowadzono kontrole postepu hydrolizy tropomiozyn w produktach
zawierajgcych owoce morza poddanych obrébce kulinarnej (mrozeniu, gotowaniu i
smazeniu). Stwierdzono, ze cho¢ tropomiozyny niezaleznie od rodzaju obrobki kulinarnej
byty obecne we wszystkich analizowanych produktach spozywczych, to pod wptywem
trypsyny biatka ulegajg rozktadowi i nie sg juz widoczne na obrazach Zzeli. Nastepnie
wykorzystujgc wysokosprawng chromatografie cieczowg sprzezong ze spektroskopig mas
przeprowadzono identyfikacje peptydow zawartych w hydrolizatach. W pierwszym etapie
zidentyfikowano 115 peptyddéw, a po dokonaniu sekwencjonowania de novo wybrano 40
peptydow, ktére wystepowaly w co najmniej dwoch badanych probkach. Nastepnie
porownano je z wynikami analizy in silico i stwierdzono, ze sekwencje 17 peptydow
pokrywajg sie. W dalszej czesci analizowano je pod katem stopnia ich pokrycia z
alergennymi epitopami tropomiozyn umieszczonymi w bazie Immuno Epitope Database.
Dziatania te pozwolity okresli¢ potencjat alergrenny peptydow uwolnionych z badanych
produktow poddanych réznym typom obrobki kulinarnej.  Analizujgc sekwencje uwolnionych
peptydow korzystano tez z bazy UniPept i wygenerowano drzewa filogenetyczne. Pozwolito
to wskaza¢ organizmy zawierajgce biatka, ktére mogg by¢ zrédtem uwolnionych peptydéw,
co dato mozliwos¢ ich specyfikacji gatunkowej. Uzyskane wyniki analiz laboratoryjnych
potgczone z analiza bioinformatyczng nie dajg tak optymistycznych rezultatow jak te
uzyskane w badaniach in silico. Niemniej prawie we wszystkich badanych produktach
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(z wyjatkiem omutka chilijskiego) poddanych réznym typom obrébki kulinarnej
zidentyfikowano peptyd IQLLEEDLER, ktéry moze stanowi¢ potencjalny marker obecnosci
skorupiakow i mieczakow. Peptyd ten tez wykazuje homologie z alergennym epitopem
tropomiozyny.

Niewatpliwie mocng strong pracy jest ciekawa dyskusja wynikéw, ktorg Doktorantka
prowadzi omawiajgc wyniki, ale na szczegolne podkreslenie zastuguje ta zamieszczona w
osobnym rozdziale ,Dyskusja wynikow”. W tej czesci Pani magister spoglada kompleksowo
na wyniki badan jakie uzyskata w trakcie realizacji pracy, wnikliwie je analizuje, dyskutuje i
wyjasnia. Rzeczowo odniosta sie do zaproponowanego rozwigzania wykorzystania
uniwersalnych peptydow w detekcji tropomiozyn bedgcych markerami alergennych owocow
morza. Wskazata zalety takiego rozwigzania w kontekscie aktualnie stosowanych rozwigzan
zalecanych przez IUIS i FAO/WHO. Ponadto przeprowadzita bardzo ciekawe, krytyczne
rozwazania na temat stosowania metod proteomicznych w analizie zywnosci, w tym
ograniczen w ich wykorzystaniu i ryzyka uzyskania fatszywych wynikéw.

Podsumowujgc wyniki swoich badan Doktorantka sformutowata 10 wnioskow i
stwierdzen koncowych, ktére weryfikujg postawione hipotezy badawcze.

Po przeczytaniu pracy nasuwajg sie nastepujace drobne uwagi i pytania, ktore
chciatabym przedyskutowaé podczas obrony,

1. Jakie sg mozliwosc¢ praktycznego wykorzystania uniwersalnych peptydow w
rutynowej kontroli obecnosci owocow morza w produktach spozywczych. Jestem
ciekawa opinii na ten temat Doktorantki.

2. Pojecie epitop nie jest rownoznaczne z alergenem, taki skrét myslowy moze byé
wprowadzac¢ w btad, niestety pojawit sie w kilku miejscach pracy (np. na str.60, 66,
80, 81, itd.) rowniez we wnioskach. Dlatego sugeruje doprecyzowanie i
przeredagowanie wnioskow 6 i 8.

3. We wniosku 4. sugerowatabym zastgpi¢ okreslenie ,mimo modyfikacji” ,mimo
zastosowanej obrobki kulinarnej”

4. W wykazie pismiennictwa brakuje pozycji Guan i in. 2015, ktéra zostata zacytowana
na str. 46.

Pragne podkresli¢, ze przedstawione powyzej uwagi majg jedynie charakter dyskusyjny i nie
wptywajg w zaden sposob na wartos¢ ocenianej pracy, ktdrg oceniam bardzo wysoko.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Problematyka badawcza poruszana w przedstawionej do oceny dysertacji doskonale
wpisuje sie w bardzo aktualny nurt badan bezpieczenstwa zywnos$ci, w tym wypadku pod
katem zawartosci alergennych owocow morza. Zaproponowane rozwigzanie, wykorzystanie
do tego celu uniwersalnego markera peptydowego charakterystycznego dla rodziny biatek
jest nowym podejsciem do detekcji alergendw. Rozwigzanie to zaktada, ze identyfikacji
podlega nie pojedynczy alergen, ale cata grupa, co z punktu bezpieczehstwa konsumentow
stanowi bardziej uniwersalne rozwigzanie.
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Przediozona do oceny rozprawa doktorska $wiadczy, ze Pani mgr inz. Marta Turto
potrafi dobrze zaplanowa¢ badania naukowe, wykona¢ je a takze wnikliwie analizowac¢ i
dyskutowac uzyskane rezultaty z pracami innych badaczy w formie przyjetej w publikacjach
naukowych. Zastosowane przez Doktorantke podczas realizacji pracy nhowoczesne techniki
analityczne oraz bioinformatyczne sg imponujgce. Swiadczg one nie tylko o bardzo
nowatorskim podejsciu do rozwigzania postawionego problemu badawczego jakim jest
wykrywanie alergendw w zywnosci, ale takze o opanowaniu najnowoczesniejszych narzedzi
badawczych, w tym takze bioinformatycznych. Kompetentna interpretacja wynikow réznych
analiz i powigzanie ich w logiczng cato$¢ swiadczg o dojrzatosci naukowej mgr inz. Marty
Turo.

Podsumowujac stwierdzam, ze dysertacja mgr inz. Marty Turto spetnia wszystkie
wymagania ustawowe stawiane pracom na stopien doktora (art. 13 ust.1 ustawy z
dnia 14.03.2003r. Dz.U.nr 65, poz.595, z pdézn. zm. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki) i wnosze do Rady
Naukowej Dyscypliny technologia zywnosci i zywienia Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr inz. Marty Turlo do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorgc pod uwage nowatorski charakter badan, wysoka wartosc¢
merytoryczng, naukowo-aplikacyjny charakter osiggniecia naukowego jakim jest
wskazanie uniwersalnych peptydéw tropomiozyny jako markerow obecnosci
wybranych gatunkéw owocéw morza wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny
technologia zywnosci i zywienia o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz.
Marty Turlo.
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