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0 pracy na stopien doktora nauk medycznych mgr Karoliny Miskiewicz
pt. ,Wplyw blokera reagujacych krzyzowo determinant weglowodanowych na wyniki

oznaczen alergenowo swoistych IgE dla wybranych ekstraktéw i komponentiw
alergenowych™.
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molekut alergenowych z podrozdziatami 3.1. Material i metody, 3.2. Wyniki,

4. Poréwnanie wynikéw stezen aslgE dla molekul alergenowych badanych za pomoca
wieloparametrowych testow fazy stalej opartych na technologii mikromacierzy bez inhibitora IgE
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Prac¢ poprzedza wykaz uzytych skrotow. Na wykonanie badan Doktorantka uzyskala zgode
Komisji Bioetycznej przy Instytucie Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie.

Praca Doktorantki dotyczy waznej problematyki wykrywania uczulen na alergeny atopowe

przy uzyciu najnowoczesniejszych metod molekularnej diagnostyki chordb alergicznych,



zwlaszeza atopowych, na ktére od drugiej potowy XX wieku ciagle narasta w wielu krajach.

Podejmuje szczegdlny aspekt minimalizowania popelniania bledéw w rozpoznawaniu uczulen

atopowych wynikajacych z krzyzowego reagowania obecnych w badanych surowicach

przeciwcial anty-CCD (CCD - cross-reacting carbohydrate determinats) w klasie IgE z biatkami
roznych alergenéw i ma tez duzy aspekt praktyczny, poniewaz moze przyczynié sie do
ograniczania wynikow falszywie dodatnich.

W krotkim czterostronicowym wstepie Doktorantka bardzo zwigZle przedstawita definicje
pojec. jakimi poshuguje si¢ w pracy oraz historig odkrycia IgE przed 55-laty i rozwéj diagnostyki
chordb alergicznych opartej na badaniu stezen IgE i alergenowo-swoistych IgE (asIgE). Metody
oznaczania aslgE ciagle doskonalono, a w 2011 r. wprowadzono pierwszy test oparty na
wykorzystaniu mikrotechnologii (ImmunoCAP ISAC*, firmy Phadia) rozZpoczynajge ere
diagnostyki molekularnej w alergologii. Réwnolegle trwaly badania nad wlasnosciami
alergizujgcymi znanych juz, a takze nowo wyodrebnianych bialek wystepujacych w Zrodlowwvch
materiatach alergenowych, co doprowadzilo do opracowania metod diagnostyki opartej na
komponentach alergenowych. Okazalo sie rowniez, ze zlozone bialka wielu alergenow
(glikoproteiny) moga zawiera¢ niebialkowe skladniki (motywy) weglowodanowe tworzace
wspomniane CCD, majace jako glikoproteiny wlasnosci immunogenne i stymulujace do
produkeji swoistych przeciwcial anty-CCD IgE, ktore cechuje wysoka zdolnosé do reakcji
krzyzowych z bialkami innych alergenéw, co moze byé przyczyna wynikow falszywie dodatnich
skutkujacych istotnymi bledami diagnostycznymi (falszywe rozpoznanie uczulenia). Aby
wykluczy¢ taka mozliwos¢ opracowano rozne poliwalentne ,.blokery™ wiazace sie tylko z anty-
CCD IgE, bez zdolnosci wigzania si¢ z aslgE (np. ProGlicAn CCD-blocker, pochodzacy z biatka
ananasa — bromelainy).

Praca doktorska dotyczy wlasnie tych zagadnien, a Doktorantka sformulowata dwa cele,
ktére cheiata osiagnaé podejmujac badania:

1. Ocena wplywu inhibitora przeciwcial IgE anty-CCD na stezenie asIgE wobec ekstraktéw oraz
wybranych molekul alergenowych pylku brzozy i tymotki lakowej za pomoca
wieloparametrowych testow fazy stalej (kilkualergenowe panele Polycheck™) dla ekstraktow i
molekut alergenowych.

2. Porownanie wynikow stezen aslgE dla molekul alergenowych badanych za pomoca
wieloparametrowych testow fazy stalej opartvch na technologii mikromacierzy bez inhibitora
IgE anty CCD (ImmunoCAP ISACY) oraz inhibitorem IgE anty CCD (ALEX™).



Realizacja tak wytyczonych celéw wymagata dwaoch réznych serii badan, ktére Doktorantka
wladciwie zaplanowata i wykonala.
I. Badania dla realizacji pierwszego celu wykonanala z uzyciem surowic od 155 pacjentéw
diagnozowanych w pracowni Immunologii Zakladu Diagnostyki Laboratoryjnej Oddziatu
Trenowego Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc w Rabee-Zdroju, u ktorych potwierdzono obecnosé
zarowno swoistych IgE dla wyciagow alergenowych pytku brzozy i tymotki lakowej oraz
przeciwcial anty-CCD IgE.
2. Do badan dla realizacji drugiego celu uzyto 40 surowic dzieci diagnozowanych w Klinice
Alergologii i Pneumonologii Oddzialu Trenowego Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluec w Rabce-
Zdroju diagnozowanych z powodu choréb alergicznych z obecnodcia aslgE przeciw alergenom
wziewnym i/lub pokarmowym wykrytych przy uzyciu testu ImmunoCAP ISACY. Wplyw
inhibitora IgE przeciwko CCD badano przy uzyciu testu ALEX®,

Wyniki wykonanych badan przedstawila w okreslonym porzadku, bardzo przejrzyscie w
postaci tabelaryeznej lub graficznie.
Zwraca uwage. ze w analizie wynikéw zastosowala wlasciwe, nowoczesne metody statystyczne:
rozbudowang statystyke opisowa, testy rozkladu zmiennych oraz testy korelacji liniowej i regresji
w rdznych wspotczesnych modyfikacjach.
Doktorantka wykazata, ze dla molekut pytku tymotki fakowej rPhl p 1 (2205) i dla molekut pytku
brzozy rBet v 1 (1215) i rBet v2 (t216) metoda Polycheck”™ z uzyciem blokera anty-CCD IgE
daje wyniki porownywalne z metoda bez blokera anty-CDD IgE, natomiast w przypadku molekut
pylku tymotki tagkowej rPhl p 5 (g215) oraz ekstraktow pylkow brzozy (13) i tymotki takowej
(g6). dodanie blokera anty-CCD IgE wyraznie obnizato wyniki surowiczych stezeni IgE. Dowodzi
to, Zze rozne bialka alergenowe pochodzace z tego samego materiatu Zzrédlowego roznily sie pod
wzgledem wystepowania CCD.
Wykazala rowniez, ze obecnosé¢ dodatku blokera anty-CCD IgE w surowicach badanych metoda
ALEX" pozwolila na wykrycie i eliminowanie uzyskanych w badaniu ImmunoCAP ISAC® az
50% falszywie dodatnich wynikéw dla molekut Act d 2 (kiwi), Api m 1 (pszczola) i Jug r 2
(orzech wloski), oraz 36% dla molekuly Cup a 1 (pylek cyprysa).

Uwazam, Zze uzyskujac takie wyniki Doktorantka z powodzeniem zrealizowala zalozone
cele pracy 1 upowazniaja one do wysnucia wnioskow, ze:
1. Zastosowanie inhibitora IgE wobec CCD w diagnostyce alergologicznej opartej na ocenie
surowiczych stgzen aslgE pozwala na uzyskiwanie bardziej wiarygodnych wynikéw w

odniesieniu do ekstraktow roslinnych, zwlaszcza w sytuacji, gdy stezenia aslgE sg niskie.



2. W przypadku testow opartych na mikromacierzy potwierdzono deklarowana wysoka zgodnosé
wynikow, jednak zastosowanie inhibitora IgE anty-CCD w tescie ALEX™ pozwalalo unikaé
falszywie dodatnich wynikow wynikajacych z obecnoéci aslgE wobec natywnych alergenow
pochodzenia roslinnego oraz jadow owadoéw blonkoskrzydtych zawierajacych CCD

W szesciostronicowej, zwigzlej dyskusji Doktorantka krytycznie odniosta sie do
uzyskanych wynikéw i omowila je w kontekscie badan innych autorow, jak réwniez, co jest
szezegblnie ciekawe, w  kontekscie obecnego stanu doskonalenia metod diagnostyki
alergologicznej opartej na badaniu asIgE w surowicy. Rozwingla tez watek warunkéw, jakie
nalezatoby speini¢ przy wprowadzenia blokera CCD IgE do rutynowych badan wykonywanych
dla lekarzy praktykow (catkowite blokowanie przeciwcial anty-CCD IgE, rozcieficzanie
badanych probek przy dodawaniu blokera), co wydaje sie byé trudne wobec réznorodnych
technik obecnie wykonywanych testow do badania aslgE. Nalezaloby tez podja¢ szerokie
badania w celu okreslenia tych alergenow, w przypadku ktorych uzyskujemy wyniki falszywie
dodatnie, czyli zawierajacych CCD. Problem stosowania blokera anty-CCD wydaje sie obecnie
bardzo wazny, poniewaz w praktyce stosujemy oznaczenia oparte na wyciagach alergenowych.
Oczekiwane zastapienie w badaniach in vitro takich wyciagéw alergenami rekombinowanymi,
ktore nie zawieraja CCD, wyeliminowaloby problem uzyskiwania fatszywych wynikow
zaleznych od CDD, ale i tak pozostang inne zafalszowania wynikéw zalezne od konkurencyjnej
blokady przez alergenowo swoiste przeciwciala klasy IgG oraz powszechne obecnodci
reagujacych krzyzowo przeciwciat klasy IgE przeciw bialkom z rodziny profilin.

Praca napisana jest ladna polszczyzna, cechuje ja logiczny wywad, wlasciwe
uporzadkowanie, konkret i zwigzle formulowanie mysli. Kilka potknig¢ (np. uzywanie réznych
terminéw na okreslenie tych samych pojeé¢ (np. bloker — inhibitor, czy anty-CDD IgE) oraz
literowych nie ma zadnego znaczenia dla wartosci merytorycznej pracy.

Podsumowujac uwazam, ze mgr Karolina Miskiewicz w swej pracy pt. ,.Wplyw blokera
reagujacych krzyzowo determinant weglowodanowych na wyniki oznaczen alergenowo
swoistych IgE dla wybranych ekstraktéw i komponentow alergenowych”, na podstawie wynikow
wykonanych badan i analizy wynikéw uzyskata oryginalne informacje wnoszace wazny wklad do
wspolczesnej wiedzy z zakresu diagnostyki molekularnej chordb alergicznych, Doktorantka
udowodnifa bardzo dobra znajomos$¢ poruszanych probleméw oraz naukowej analizy uzyskanych
wynikow. Tekst pracy jest konkretny i bardzo zwigzly, a wnioski wynikaja z wylacznie z
otrzymanych wynikow. Uwazam, Ze przedstawiona mi do oceny praca, spelnia przede wszystkim
merytoryczne, jak rowniez inne formalne warunki (okre$lone w art. 14 ust. 2 pkt 2 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] oraz par. 6 ust. 1 rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dn. 19.01.2018 r. w sprawie szczegélowego trybu i warunkéw przeprowadzania
czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjinym oraz w postepowaniu o
nadanie tytutu profesora, w zwigzku z art. 179 ustawy z dn. 3.07.2018 r. Przepisy wprowadzajace
ustawg Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce) pracy na stopien doktora nauk medycznych. Ze
wzgledu na nowatorstwo i podjecie waznego dla prakiycznej diagnostyki alergologicznej
problemu, zastuguje na wyréznienie.

Wobec tego mam zaszezyt wystapié do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Gruzlicy i
Choréb Pluc w Warszawie z wnioskiem o dopuszczenie mgr Karoliny Miskiewicz do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego i publicznej obrony pracy.

Prof. dr hab. n. meWki




