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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. med. Malgorzaty Sacha

. Test aktywacji bazofiléw (BAT) w kwalifikacji do immunoterapii swoistej (VIT) w alergii na
jad owadow btonkoskrzydtych”.

Alergiczne reakcje po uzadleniu przez owady blonkoskrzydte (HVA) moga przybierac
ciezkie, potencjalnie $miertelne postacie kliniczne. Jedynym skutecznym postepowaniem,
umozliwiajacym ochrong¢ pacjentéw przed zagrazajacymi zyciu objawami HVA jest
immunoterapia swoista jadem (VIT). VIT zapewnia ochrong blisko 90% pacj entéw dotknietych

IgE-zalezng reakcja alergiczng, nawet tych z najpowazniejszymi objawami tej alergii.

Roéznorodnosé fenotypow klinicznych HVA sprawia, ze proces kwalifikacji do VIT nie
zawsze daje jednoznaczng odpowiedz na pytania: czy reakcja miata charakter IgE-zalezny
(gléwny warunek immunologiczny kwalifikacji do VIT) oraz jaki gatunek owada jest
odpowiedzialny za reakcj¢ HVA-SYS, co determinuje wybér rodzaju szczepionki. W
poszukiwaniu odpowiedzi na te dwa pytania odwolujemy si¢ do wywiadu oraz wynikow
rutynowych badan in vivo (testy skorne z jadem) i in vitro (sIgE w surowicy przeciwko
ckstraktom jadéw i/lub ich molekutom alergenowym) . Negatywny wynik tych badan lub ich
niezgodno$¢ prowadzi do kolejnego etapu diagnostyki, przy pomocy testu BAT, tj. testu
aktywacji bazofilow, komorek efektorowych reakcji alergicznej. ldea BAT opiera si¢ na
aktywacji in vitro komorek odpowiedzialnych za reakcje alergiczne z udzialem IgE. Bazofile
w $wiezej krwi pacjenta s3 pobudzane za pomocg alergenéw, a nastgpnie obserwuje sig

obecno$¢ ich specyficznych markerow powierzchniowych, takich jak CD63 lub CD203c.



W kontekécie tego wstepu temat, ktory podjela sig zbadaé Doktorantka, jest wazny, a
ocena mozliwosci diagnostycznych, jakie daje BAT jest bardzo istotna z praktycznego punktu
widzenia. Co wigcej, intersujaca jest ocena przydatnosci BAT w populacji polskich pacjentéw
z HVA, poniewaz obserwowane sg populacyjne odrebnosci odpowiedzi immunologicznej na
jad w réznych krajach w obrebie Europy. Badanie zostato przeprowadzone w osrodku o duzym,

wieloletnim doswiadczeniu w metodologii i interpretacji tej metody.

Praca ma klasyczny uktad z zachowaniem wlasciwych proporcji pomiedzy jej
glownymi czesciami. Wstep liczy 22 strony i zawiera podrozdzialy poswigcone zagadnieniom
entomologicznym (systematyka owadow, glowne gatunki blonkoskrzydtych i charakterystyka
ich jadéw) oraz zagadnieniom klinicznym alergii na jad owadéw (epidemiologia, obraz
kliniczny, diagnostyka i leczenie). We wstgpie zostala réwniez szczegOtowo opisana

metodologia BAT.
Autorka postawita sobie nastgpujgce pytania:

1. Jaka jest przydatnosci testu aktywacji bazofilow (BAT), jako metody diagnostycznej w
kwalifikacji do VIT?

a. Jaka jest wartos¢ diagnostyczna BAT w konfrontacji z innymi metodami diagnostyki
HVA: testami skérnymi i badaniami serologicznymi?

b. Jakie korzysci diagnostyczne niesie BAT w subpopulacji pacjentéw z ujemnymi lub
niejednoznacznymi wynikami rutynowych badann  diagnostyki HVA
uniemozliwiajacymi podjecie VIT?

Kolejne sekcje pracy to prezentacja grupy badanej, zastosowanych metod badawczych,
wynikéw ilustrowanych graficznie oraz szczegotowa dyskusja. Pracg zamykaja streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, spis tabel 1 rycin oraz obszerne i aktualne pismiennictwo liczgce

140 pozycji.

Ocena merytoryczna poszczegolnych czesci pracy

Wstep jest dowodem na znajomo$¢ przez Autorke zagadnien kliniki i diagnostyki HVA
oraz procesu kwalifikacji do VIT. Jest zwiezly i konkretny w czesei dedykowanej HVA. Bardzo
szczegolowo i obszernie oméwiono w nim metodologi¢ BAT, co wskazuje na rzetelng

znajomosé tej procedury laboratoryjnej przez Autorke.



Niemniej z obowiazku recenzenta mam Kkilka uwag do jego tresci. Pierwsza nich, o
charakterze marginalnym, dotyczy historii HVA i VIT, o ktore; pisze Autorka. Aczkolwiek
prawdziwe jest stwierdzenie, ze w 1930r. Benson poddat pacjenta z anafilaksja po uzadleniu
prze pszczole immunoterapii, stosujac w tym celu ekstrakt z calego owada, to nalezatoby
wspomnie¢ o roli Mary Hewitt Loveless, ktora oparta si¢ pogladom o roli ekstraktu ciata owada
w VIT i byta wierna swojej hipotezie, ze iniekcja jadu owada jest daleko skutecznigjszg metoda
leczenia HVA, co jak wiemy okazato si¢ prawda. M.H. Loveless byla wiec rzeczywistym

inicjatorem immunoterapii jadem i jej wybitnym praktykiem.

We wstepie, po szczegblowo opisanej metodologii BAT, brak mi informacji o klinicznej
wartodci testu BAT. Brak mi tu opisania dobrze udokumentowanych zalet BAT w diagnostyce
HVA, jako cennego uzupehienia rutynowych procedur diagnostycznych w fazie kwalifikacji
do VIT. Brak mi réwniez danych o roli BAT, jako biomarkera bezpieczefistwa i skutecznosci
VIT. Korzystne byloby w tym miejscu oméwienie wynikow badan na ten temat. Dalsza lektura
pracy dowodzi gruntownej znajomosci przez Autorke tych treci, omawianych w rozdziale
,.Dyskusja”, gdzie sa konfrontowane z wiasnymi wynikami. Uscislenia wymaga tez informacja
o stezeniu tryptazy u pacjentow z HVA, kwalifikujgcego ich do diagnostyki schorzen
klonalnych mastocytow. W tresci podrozdziatu, w roznych jego miejscach, pojawiaja si¢ trzy
wartogci 8, 11,4 i 25 ng/ml. Rzeczywiscie, kazda z nich ma swoje uzasadnienie, ale nalezatoby
skomentowa¢ ten problem. W kwestii nomenklatury, w sformutowaniu “alergeny o wysokim

stopniu swoistosci” chodzilo chyba o alergeny uczulenia pierwotnego?

W rozdziale material i metoda szczegdlowo opisano grupe badana i procedury
badaweze. Do badania zakwalifikowano 79 pacjentéw z wojewddztwa matopolskiego, w wieku
18-71 r.z, diagnozowanych i leczonych w Poradni Alergologicznej Centrum Alergologii
Klinicznej i Srodowiskowej Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie w latach 2013-2017. Na
uwage zashuguje relatywnie duza grupa pacjentow, u ktoérej wykonano BAT (w publikacjach
tematycznych zwykle sa to grupy znacznie mniejsze) oraz wykonywanie procedur w osrodku
0 duzym doéwiadczeniu w diagnostyce HVA, a referencyjnym dla procedury BAT. Korzystnym
uzupelnieniem procedur diagnostycznych byloby poszerzenie diagnostyki molekularnej o
oznaczenie sIgE przeciwko molekulom Vesv1iApim3,5,10. W odniesieniu do molekut jadu
pszczoly brak tych oznaczen thumaczy okres realizacji badan 2013-2017, kiedy dostepnos¢
panelu molekut alergenowych jadu pszczoty byla ograniczona. Obecnie sytuacja zmieniata si¢
radyklanie, a oznaczenia sIgE w surowicy jak i test BAT sa przeprowadzane z szeregiem

molekut jadu pszczoly i dwoma molekutami jadu osy. Drobna uwaga: test Manna-Whitney’a
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nie Manna-Whiteneya (blad literowy). Czy test VAS jest wystandaryzowany do oceny leku? To

juz bardziej pytanie niz uwaga krytyczna.

W sekcji ,, Wyniki”, Doktorantka opisuje i ilustruje graficznie rezultaty badania. W
zestawieniu wynikéw zwraca uwagg kompleksowos¢ oceny wartosci testu BAT w diagnostyce
HVA. Wedlug mojej wiedzy, tak szerokiej oceny wartosci testu BAT dotychczas nie

przeprowadzono. Nalezy to uzna¢ z duzy walor pracy.

Analize wynikéw Autorka rozpoczyna od wywiadu i oszacowania bledu popetnianego
przez pacjentow przy identyfikacji owada, sprawcy uzadlenia. Po drugiej fazie wywiadu i
ponownej ocenie gatunku owada swojg opini¢ zweryfikowato 23% badanych. Do podobnych
wnioskéw, jak omylni sa pacjenci w ich relacjach na temat gatunku zadlacego owada, doszli
Browm TW i wsp, (Ann Allergy Asthma Immunol. 2014), gdy oceniali umiejetnosé
réznicowania gatunkéw blonkoskrzydtych w grupie ponad 600 wielokrotnie zgdlonych os6b.

Wyniki Autorki wskazuja, ze u pacjentéw z HVA-SYS po zadleniu przez os¢ czutosé
poszezegdlnych procedur IDT, sIgE wobec ekstraktow jadu pszczoty i czulos¢ BAT-u wynosi
odpowiednio: 85,7%, 96,4% i 85,7%. Analogiczne wyniki w grupie deklarujacych reakcje po
uzadleniu przez os¢ wynoszg odpowiednio: 84%, 88,4% i 88,2%. Wyniki te réznig si¢ od
wynikéw innych autoréw oraz moich wlasnych obserwacji, poniewaz testem, ktéremu
przyznawana jest najwyzsza czuto$é, jest test IDT. Czuto$¢ IDT (do stgzenia 1 mecg/ml) wynosi
dla jadu pszczoty 91%, a osy 96%. Z tego powodu test IDT jest typowany, jako rutynowy (Voss
JACI 2012, Sturm 2020).

W prezentowanych wynikach zwraca uwage zmniejszajaca sic czulo$¢ testow
diagnostycznych wraz ze zwigkszajacym si¢ czasem od momentu uzadlenia. Co ciekawe,

wynik testu BAT opiera si¢ czasowi i tej zaleznosci, co byloby jego dodatkowym atrybutem..

Analiza grupy pacjentéw z ujemnym wynikiem rutynowych badan diagnostycznych
(8,9%) wykazata, ze u 85,7% z nich BAT pozwala na potwicrdzenie uczulenia na jad/jady
owadow, a w konsekwencji na rozpoczecie immunoterapii. W tej kwestii wyniki Autorki sa
zgodne z wynikami Korosec i wspa, ktéry wykazal, ze test BAT jest w stanie wykry¢ uczulenie
u 81% pacjentéw z objawami nadwrazliwoéci na jad, u ktorych test na obecnos¢ sIgE w
surowicy byl ujemny oraz u 60% pacjentow, u ktérych dodatkowo rowniez byly ujemne testy

IDT (Korosec P. Clin Exp Allergy 2009; Korosec P. Int Arch Allergy Immunol 2013).



Szacuje sie, ze ponad 50% pacjentéw z HVA ma dodatnie wyniki rutynowych testow
diagnostycznych zaréwno z jadem osy jak pszczoly. Uwaza sic ponadto, ze reaktywnosé
bazofiléow ma najnizszy wskaznik (17,1%) podwojne; pozytywnosci (Sturm G. PLoS One
2011). Ta subpopulacja pacjentéw byta réwniez analizowana przez Autorke. Byli to pacjenci z
podwojnym uczuleniem, u ktérych ani wywiad, ani badanie przy pomocy testow skémych i
testow serologicznych z ekstraktem/molekutami alergenowymi jadu nie pozwolito na
rozstrzygniecia terapeutyczne (16,5% grupy os6b z HVA-SYS). Ten niski odsetek ,,podwojnie
uczulonych” moze zastanawiaé, ale prawdopodobnie wynika z uwzglednienia wywiadu w
ocenie #rédta uczulenia. Ponadto, odsetek podwéjnie uczulonych bytby przypuszczalnie nizszy,
gdyby uwzgledni¢ wynik sIgE przeciwko dodatkowym, obecnie dostepnym komercyjnie
molekutom jadu. W badaniu Autorki wynik BAT-u pozwolit na kwalifikacj¢ do VIT 92,3%
badanych.

W sekeji ,,Dyskusja”, Autorka szeroko komentuje swoje wyniki i przedstawia je na tle
najwazniejszych badaf tematycznych. Lektura tej czescei pracy dowodzi starannego przegladu

pi$miennictwa i znajomosci tematu.

Najwazniejszym wnioskiem plynacym z pracy jest rekomendacja testu BAT w
diagnostyce niejednoznacznych diagnostycznie przypadkow HVA-SYS. Pomimo wynikow
sugerujgcych zblizona czulos¢ diagnostyczng tego testu do wartosci innych testow
diagnostycznych, z uwagi na technike jego przeprowadzania, koszty i dostepno$¢ pozostaje on
nadal testem drugiego wyboru. I taki wniosek w finale pracy wyciaga Autorka. Inne wnioski,

ktére formuluje to raczej przytaczanie wynikow przeprowadzonych badan.

Posumowanie

Praca jest cennym, kompleksowym i wiarygodnym opracowaniem przydatnosei
diagnostycznej testu BAT. Dodatkowo, w pracy przesledzono etapy diagnostyki HVA i
oceniono czutogé rutynowych procedur wykonywanych w trakcie tego procesu. Moje uwagi

moga by¢ przedmiotem dyskusji z Autorem, ale zadna z nich nie umniejsza wartosci tej pracy.

Recenzowana praca spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki(Dz.U.

z 2017 r. poz. 1789 z p6Zniejszymi zmianami), jak rdwniez stosowne zapisy Ustawy z dnia 20
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lipca 2018 r. (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pozniejszymi zmianami), w zwigzku z czym
whioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie
Jek. Malgorzaty Sacha do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




