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»Przydatnosé diagnostyki molekularnej w ocenie klinicznej, kwalifikacji i monitorowaniu

immunoterapii pacjentow z IgE-zalezng nadwrazliwos$cia na jad os i pszczol”

Alergia na jad owadow blonkoskrzydlych (HVA) jest jedna z najczestszych przyczyn
anafilaksji, zwlaszcza w grupie osob dorostych. Objawy po uzadleniu moga obejmowaé
zaro6wno reakcje miejscowe jak i1 uogdlnione. Przyczynowe postgpowanie terapeutyczne
polega na unikaniu ekspozycji oraz prowadzeniu immunoterapii swoistej, przed ktora
konieczne jest wykazanie IgE-zaleznego mechanizmu reakcji. Badania diagnostyczne
obejmuja testy skorne oraz oznaczenie sIgE przeciwko ekstraktom jadow. W wigkszosci
przypadkéw badania te sg wystarczajace do potwierdzenia alergii, jednak u niewielkiej grupy
chorych pomimo przeprowadzonej diagnostyki nie udaje si¢ jednoznacznie potwierdzic
owada sprawcy z powodu niewykazania przeciwcial przeciwko ekstraktowi jadu osy i
pszczoty lub tez obecnosci przeciwcial przeciwko obu jadom. Diagnostyka komponentowa
stanowi w takich przypadkach cenne uzupelnienie tradycyjnych metod diagnostycznych
wykorzystujacych ekstrakt jadu. Wykorzystuje si¢ ja zwlaszcza w przypadku oséb
uczulonych na oba jady. Istotne jest zatem prowadzenie badan, ktdre pozwola na petniejsza
oceng przydatnosci diagnostyki molekularnej w ocenie klinicznej, kwalifikacji i
monitorowaniu immunoterapii pacjentéw z IgE-zalezng nadwrazliwoscig na jad owadéw
btonkoskrzydtych. Biorac pod uwage powyzsze, uwazam, ze zardwno wybor tematu jak i

podjecie badan przez lek. Marte Rosiek-Biegus, jest wazne i uzasadnione.

Przedstawiona mi do recenzji praca obejmuje 120 stron maszynopisu, 24 rysunki i 24
tabele. PiSmiennictwo obejmuje 171 pozycji literatury polskiej jak i zagranicznej,
zdecydowana wigkszos¢ pochodzi z ostatniego dziesigciolecia. Praca ma typowy uktad dla

tego typu rozpraw i obejmuje wstep, zatozenia i cel pracy, material i metody, wyniki,



omdwienie wynikéw, dyskusje i wnioski. Do pracy dotaczone sg takze streszczenia w jezyku

polskim 1 angielskim.

W czesci teoretycznej pracy Doktorantka przedstawita w sposob szczegétowy informacje
dotyczace epidemiologii alergii na jady owadéw, obrazu klinicznego tej nadwrazliwosci,
charakterystyki jadow owaddéw blonkoskrzydlych, diagnostyki oraz prowadzenia
immunoterapii swoiste] ze szczegblnym uwzglednieniem zastosowania diagnostyki

komponentowe;j.

Po przeanalizowaniu wiadomosci zawartych w czgsci teoretycznej pracy, Autorka
sformutowala zalozenia oraz cel pracy. Gtowny cel badania stanowito okreslenie przydatnosci
diagnostyki komponentowej w kwalifikacji i monitorowaniu immunoterapii jadem owadow
blonkoskrzydlych. Dodatkowo Doktorantka zalozyla 5 celow szczegbtowych: 1. ocena
profilow uczulen na jad osy i pszczoly u pacjentéw z systemowymi reakcjami alergicznymi
na jad owadow; 2. ocena korelacji pomigdzy wynikami testow z ekstraktem jadu a wynikami
testow z komponentami molekularnymi jadu owadéw; 3. ocena zaleznosci migdzy cigzkoscig
reakcji pouzgdleniowej u pacjentéw uczulonych na jad osy i pszczoly a profilem uczulenia na
poszczegbdlne molekuly jadow; 4. analiza zwigzku pomigdzy uczuleniem na molekuty jadu
osy 1 pszczoly a bezpieczenstwem immunoterapii oraz 5. analiza zwigzku pomigdzy

uczuleniem na molekuty jadu osy i pszczoty a skutecznoscig immunoterapii.

Grupe badang stanowilo 167 pacjentow z HVA zakwalifikowanych do immunoterapii
jadem owadow w Klinice Choréb Wewngtrznych, Pneumonologii i Alergologii. Grupg
referencyjng stanowilo 816 pacjentéw z HVA poddanych immunoterapii alergenowej w
latach 2012-2018. Kwalifikacja do VIT w obu grupach odbywata si¢ przy zastosowaniu tego

samego protokotu.

Pacjentéw z grupy badanej podzielono na 3 podgrupy: A - z alergig na jad osy i
kwalifikowanych do VIT jadem osy, B - z alergig na jad pszczoty i zakwalifikowanych do
VIT jadem pszczoly oraz C - z alergia na oba jady i zakwalifikowanych do VIT dwoma
jadami. U pacjentow zakwalifikowanych do immunoterapii jadem wykonywano testy skorne,
sIgE przeciwko ekstraktowi jadu, a takze dodatkowo u 0s6b uczulonych na jad osy oznaczano
slgEl przeciwko molekutom glownym jadu osy Ves v 1 i Ves v 5. W grupie chorych
uczulonych na jad pszczoly oznaczono dodatkowo sIgE przeciwko molekutom jadu pszczoty
Apim 1, Apim 2, Api m 3, Apim 5 i Api m 10. W obu grupach oznaczano stgzenie tryptazy

w surowicy. U czesei pacjentdw odczulanych jadem pszczoly oznaczono rdéwniez sIgE
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przeciwko molekulom jadu po co najmniej 6 miesigcach trwania VIT. W ocenie stezenia sIgE
w surowicy przeciwko ekstraktom jadu stosowano metode ELISA, przeciwko molekutom

jadu osy i pszczoly oraz stezenie tryptazy w surowicy metode ImmunoCAP System.

Immunoterapie¢ jadem w fazie wstepnej prowadzono metoda ..ultra-rush” zgodnie z
protokotem Muellera osiagajac w okresie 3.5 godziny dawke sumaryczng 111.1 pg jadu. W
fazie wstgpnej stosowano preparat jady osy i pszczoty Pharmalgen (Alk Abello). Leczenie w
fazie podtrzymujacej prowadzono zgodnie z protokotem EAACI i producenta szczepionki

Alutard (Alk Abello).

Zgromadzone informacje wpisano do bazy danych, a nastepnic poddano analizie
statystycznej z zastosowaniem oprogramowania STATISTICAI12. Do analizy zmiennych
zastosowano testy: Shapiro-Wilk’a, t-studenta, U Mann-Whitney’a oraz Chi kwadrat. Do
wykazania zalezno$ci pomigdzy zmiennymi ciagtymi wykorzystano wspotczynniki korelacji

Pearsona i Spearmana.

Doktorantka uzyskata wyniki badan, ktére zostaly w dalszej czesci pracy przedstawione w
sposob niezwykle szczegélowy. Grupa pacjentdw z alergia na jad osy (A) nie réznita sie pod
wzgledem cech demograficznych, profilu ciezkosci HVA oraz stezenia slgE od grupy
referencyjnej. Wsrod pacjentéw grupy A wigkszosé pacjentow prezentowala po uzadleniu
IgE-zalezna reakcje alergiczna zagrazajaca zyciu (bez zajecia uktadu krazenia tj. reakcje II1
stopnia 45.05% 1 reakcj¢ z zajeciem ukladu krazenia tj. IV stopnia 48.35%). U 89.1%
pacjentow tej grupy, obok uczulenia na ekstrakt jadu osy za pomocg testu IDT i/lub sIgE
wykazano uczulenie na co najmniej jedng z molekut jadu osy: Ves v 1 i/lub Ves v 5, a u
10.99% na zadna z nich (punkt odcigcia wyniku dodatniego 0.35 kU/1). Zastosowanie progu
detekcji 0.1 kU/I obnizylto odsetek ujemnych wynikéw sIgE na co najmniej jedng z molekut
do 2.19% badanych. Co wigcej u pacjentdw z niskimi (0.1-0.35 kU/I) stezeniami sIgE
przeciwko molekutom jadu osy stwierdzano nizsze st¢zenia clgE (p = 0.0007). Analiza
zgodnosci wynikéw dodatnich oznaczen sIgE w surowicy wobec ekstraktu i wobec co
najmniej jednej molekuty, Ves vl lub Ves v 5, wykazata, ze u 9.89% badanych w surowicy
nie wystepuja przeciwciala sIgE przeciwko ekstraktowi jadu, ale wystepuja przeciwko Ves v
1 /lub Ves v 5. U 6.69% pacjentéw grupy A, wykazano obecnosé sIgE tylko przy pomocy
testow skdrnych podczas gdy w surowicy nie wystepowaly sIgE ani przeciwko ekstraktowi
jadu ani przeciwko badanym molekutom (wyniki dla punktu odcigeia wyniku dodatniego 0.35

kU/1). W grupie chorych na jad osy wykazano, ze nizsze stezenia sIgE-Ves v 5 mogg wigzaé



sie z ciezszym przebiegiem reakcji alergicznej (p = 0.048) charakteryzujacym si¢ objawami
ze strony ukladu krgzenia (SYS IV®). Dodatkowo w tej grupie pacjentéw wykazano
znamiennie wyzsze stezenia tryptazy w surowicy (SYS [*+HI°+III° vs SYS IV p = 0.02). Nie
wykazano natomiast zaleznosci miedzy profilem uczulen na alergeny gléwne jadu osy a

przebiegiem VIT.

Grupa pacjentow z alergig na jad pszczely (grupa B) nie roznita si¢ pod wzgledem cech
demograficznych, profilu ciezkosci HVA oraz stezenia sIgE od grupy referencyjnej. W tej
grupie wickszo$¢ pacjentow prezentowala po uzadleniu IgE-zalezng reakcje alergiczng
zagrazajaca zyciu (bez zajecia uktadu krazenia tj. reakcje I1II° 43.75%, a reakcje z zajeciem
uktadu krazenia 46.88%). W grupie pacjentéw z alergig IgE-zalezng na jad pszczoly, u
82.61% stwierdzono uczulenie na co najmniej jedna molekule z badanego panelu tj. Api m 1,
2, 3, 5, lub 10. Najczesciej stwierdzano obecnosé przeciwciat przeciwko Api m 1 (60.94%) i
Api m 10 (58.7%). W tej grupie chorych u 17.39% pacjentow uczulonych na ekstrakt jadu
pszczoty nie wykazano uczulenia na zadng z oznaczanych molekut (punkt odcigcia 0.35
kU/1), obnizenie punktu odciecia dodatniego testu do 0.1kU/I obnizyto odsetek do pacjentow
z ujemnym wynikiem sIgE przeciwko co najmniej jednej z badanych molekut do 10.87%.
Analiza zgodnos$ci wynikow dodatnich oznaczen sIgE w surowicy wobec ekstraktu 1 wobec
co najmniej jednej molekuty, wykazata u 8,7% badanych uczulenie na ekstrakt jadu, podczas
gdy nie wykazano uczulenia na zadng z oznaczanych molekut. U 4.35% badanych wykazano
obecnos$¢ uczulenia przeciwko co najmniej jednej z badanych molekut, ale nie wykazano
uczulenia na ekstrakt jadu. Ponadto wykazano wyzsze stezenia sIgE-Api m 5 u pacjentow z
cigzszym przebiegiem reakcji systemowej po uzadleniu (p = 0.03) oraz z cze¢stszymi
powiklaniami podczas fazy wstepnej immunoterapii prowadzonej wg schematu UR (p <
0.05). Czestsze powiklania w tej fazie immunoterapii odnotowano réwniez u chorych z
wyzszym stezeniem sIgE-Api m 1 (p = 0.009). Po 6 miesigcach immunoterapii stwierdzano
trend do nizszych wartosci slgE-Api m 1 (p = 0.06). Pacjenci z alergia na jad pszczotly i
powiklaniami podczas VIT-UR mieli wyzsze stgzenie tryptazy 8.51+5.62 vs 5.55+3.42 (p =
0.019) niz pacjenci z niepowiktanym VIT-UR.

Uzyskane wyniki badan pozwolity Doktorantce na sformutowanie nastgpujacych wnioskow:

1. Diagnostyka molekularna alergii na jad owadoéw stanowi cenne uzupehienie, ale nie
zastepuje klasycznych metod diagnostycznych opartych o testy skome z ekstraktem, testy

serologiczne z ekstraktem i oceng cIgE.



2. W diagnostyce alergii na jad owadoéw zasadne jest obnizenie progu odciecia wyniku
dodatniego do 0.1 kU/I szczegblnie przydatne w grupie pacjentoéw z alergiag na jad owadow i

niskimi stezeniami cIgE w surowicy.

3. Oznaczenie stezenie sIgE-Api m 5 moze by¢ czynnikiem prognostycznym reakcji

systemowej z zajeciem uktadu krgzenia.

4. Oznaczenie st¢zenia sIgE-Api m 1 1 sIgE- Api m 5 mogag by¢ pomocne przy

prognozowaniu wystepowania powiktan podczas VIT-UR.

5. Ztozonos$¢ profili uczulen molekularnych na jad pszczoty moze mie¢ zwiagzek z gorszg

skuteczno$cig immunoterapii jadem pszczoty niz jadem osy.

6. Podwyzszone stgzenie tryptazy w surowicy zwieksza ryzyko powiktan podczas VIT-UR

jadem pszczoly.

Z obowiazku recenzenta zmuszona jestem wymieni¢ pojedyncze drobne bledy/zastrzezenia.

ktore proponuje skorygowad przed publikacjg wynikéw badan:

1. Wkradly sie pojedyncze btedy literowe, np.: zakwalifikowaych na str. 88 (4 wers od
gory) -> powinno by¢ zakwalifikowanych; Pharnalgen na str. 88 -> powinno byc¢
Pharmalgen; itd.

2. W analizie pracy pomocne bytyby spisy tabel i rysunkow, chociaz forma numeracji
pomaga okresli¢ z ktorego rozdzialu pochodzg. Natomiast niektore rysunki.
zdecydowanie swojg formg przypominajg tabele: 4.3; 4.13; 4.14; 4.22; 4.23?

3. W zalgczonym piSmiennictwie jedna z prac zostata zacytowana niekompletnie —
pozycja 52 — podano jedynie rok publikacji.

4. Nie wszystkie skroty zawarte w pracy zostaly umieszczone w spisie na poczatku
opracowania i nie wszystkie zostaly przettumaczone w pracy: MCAD - str. 10; biatko
MRIJP — STR. 15; CCD — pojawilo si¢ po raz pierwszy na stronie 18, thumaczenie w
tresci na stronie 23, GKS —str. 21; CD — str. 24; CMD - str. 25; BAT — str. 26; ACE i
MAO - str. 28; ENDA — str. 39; SD — str. 42;

5. W wykazie skrotéw budza watpliwosci niektére tlumaczenia, np. sBT,
przettumaczono  tryptaza  bazalna?; CRD, przettumaczono  diagnostyka

komponentowa, moze dokladniej bytoby sktadniki decydujace o diagnozie?



6. Nietypowo zaznaczono w streszczeniu podrozdzialy nawigzujgce do wszystkich
rozdzialéw zawartych w pracy (wstep, cel pracy, metoda i materiat, wyniki, wnioski),
zwyczajowo streszczenie jest krotkim podsumowaniem opracowania.

7. W streszczeniu nie znalaztam omowienia grupy C?

Jednakze, powyzsze uwagi w zadnym stopniu nie umniejszajg wartosci pracy, ktorg
oceniam bardzo wysoko. W podsummowaniu stwierdzam, ze rozprawa 1 wyniki
przedstawionych badan stanowia ‘wartosciowe i interesujace opracowanie. Rozprawa zostala
dobrze przygotowana i starannie wykonana. Przedstawienie wynikow w postaci przejrzystych
tabel i rysunkow ulatwia prezentacj¢ wynikéw, a czytajgcemu rozprawe, pomaga w ich
analizowaniu. Zestawienie najnowszych pozycji pismiennictwa, do ktérych odnosi sie
Autorka, znakomicie zwigkszajg jej warto$¢. Dodatkowym atutem pracy jest niezwykle

staranna szata graficzna.

Uwazam, ze rozprawa lek. Marty Rosiek-Biegus ,,Przydatnos¢ diagnostyki molekularnej w
ocenie klinicznej, kwalifikacji i monitorowaniu immunoterapii pacjentéw z IgE-zalezng
nadwrazliwoscig na jad os i pszczot”, absolutnie spelnia warunki okre§lone 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 pézn. zm.). Praca stanowi
samodzielne rozwigzanie problemu naukowego oraz wskazuje na szerokg wiedze teoretyczng
Doktorantki. Wnosze zatem do Rady Dyscyplin Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu o dopuszczenie lek. Marty Rosiek-Biegus do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Wnosz¢ réwniez o wyréznienie przedstawionej mi do recenzji
pracy doktorskiej. Doktorantka przygotowala niezwykle rzetelnie, w sposob przejrzysty,
bardzo ciekawe wyniki swoich badan, co zapewne bedzie bardzo przydatne w dalszych
opracowaniach dotyczacych poszukiwania ztotego standardu rozpoznawania jak i oceny
przebiegu immunoterapii swoistej u pacjentéw z IgE-zalezng nadwrazliwoscig na jad os i
pszczot.
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