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Collegium Medicum w Bydgoszczy
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

wykonanej pod kierunkiem dr hab. n. med. Natalii Ukleji-Sokolowskiej, prof. UMK

,Analiza uczulen na komponenty alergenowe wybranych zwierzat futerkowych
na podstawie wynikéw testéw molekularnych

ImmunoCAP ISAC oraz Allergy Xplorel-ALEX”

Zwierzeta futerkowe mogg by¢ przyczyna czestej postaci alergii powietrzno-pochodnej.
Alergeny tych zwierzat sg szeroko rozpowszechnione w $rodowisku, wystepuja nie tylko w
otoczeniu wiascicieli zwierzat ale takze wybranych grup zawodowych (weterynarze, rolnicy,
hodowey zwierzat, itd.). Dla oséb uczulonych stanowi to realne ryzyko rozwoju choréb
atopowych. Biologia molekularna umozliwia poznanie — molekul alergenowych
odpowiedzialnych za rozwéj ww. schorzen. Zdecydowana wigkszo$¢ molekut nalezy do grupy
lipokalin, ktére moga by¢ takze przyczyna reakcji krzyzowych. Diagnostyka alergii na
zwierzeta futerkowe moze by¢ oparta o badania podstawowe takie jak testy skorne punktowe i
oznaczanie stezenia swoistych przeciwcial klasy E. Nie zawsze rutynowe badania umozliwiajg
ustalenie rozpoznania. W tych sytuacjach diagnostyke nalezy poszerzy¢ o badania molekularne
i ewentualnie proby prowokacyjne. Najwigeej informacji dotyczacych diagnostyki i czgstosci
wystgpowania alergii na zwierzeta futerkowe dotyczy popularnych zwierzat domowych - psow
i kotéw. Stosowane metody diagnostyczne muszg by¢ na biezaco modyfikowane pod kgtem
zmieniajacych si¢ potrzeb chorych. Objawy, ktore dominujg wsréd pacjentow z alergia na
zwierzeta dotycza przede wszystkim: alergicznego zapalenia blony $luzowej nosa i spojowek,
astmy atopowej, alergii pokarmowej czy alergicznego, kontaktowego zapalenia skory. Niestety

kontakt ze zwierzetami futerkowymi moze wywotlac reakcje zagrazajaca zyciu jakg jest wstrzas
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anafilaktyczny. Poza leczeniem objawowym zaleznym od lokalizacji narzadowej, rozwaza si¢
w wybranych przypadkach wiaczenie immunoterapii swoistej, przed ktéra niezbedne jest
przeprowadzenie precyzyjnej kwalifikacji, opartej na diagnostyce molekularnej obejmujgce;j

testy multiparametrowe (ImmunoCAP ISAC, Allergy Xplorer — ALEX).

Biorge pod uwagg powyzsze, uwazam, ze zaréwno wybor tematu jak i podjecie badan przez

lek. Tomasza Rosade, jest wazne i uzasadnione.

Przedstawiona mi do recenzji praca obejmuje 263 strony, 78 rycin i 36 tabel. Piémiennictwo
obejmuje 95 pozycji literatury polskiej jak i zagranicznej, zdecydowana wiekszos¢ pochodzi z
ostatniego dziesigeiolecia. Praca ma typowy uklad dla tego typu rozpraw i obejmuije wstep
przedstawiony w 4 pracach pogladowych, zatozenia i cel pracy, materiat i metody, wyniki,
omdwienie wynikéw, dyskusje i wnioski. Do pracy dotaczone sa takze streszczenia w jezyku

polskim i angielskim oraz o§wiadczenia wspétautoréw dotgczonych publikacji.

W czgsci teoretycznej pracy doktorant przedstawil w sposéb szczegétowy informacje
dotyczgce aktualnego stanu wiedzy na temat alergii na zwierzeta futerkowe. We wszystkich
czterech pracach pogladowych zawartych we wstepie, doktorant jest pierwszym autorem. Prace
zostaly opublikowane w pismiennictwie krajowym jak i zagranicznym. Stanowia one
perfekeyjne opracowanie tematyki, ktérej dotyczy rozprawa. Przygotowanie teoretyczne

pozwolito doktorantowi na zalozenie nastepujacych celéw badawczych:

1) Okreslenie czgstosci uczulenia na alergeny zwierzat futerkowych w badanej populacji.

2) Okreslenie zaleznosci pomigdzy cechami demograficznymi badanej populacji, a
uczuleniem na zwierzeta futerkowe.

3) Okreslenie dominujgcych komponent alergenowych w przypadku uczulenia na
poszczegdlne zwierzeta futerkowe.

4) Okreslenie znaczenia reakcji krzyzowych w zakresie uczulenia na zwierzeta futerkowe.

5) Poréwnanie przydatnosci testéw multiparametrowych ImmunoCAP ISAC/Allergy
Xplorer - ALEX w diagnostyce alergii na zwierzeta futerkowe.

6) Usystematyzowanie pojgcia monosensytyzacii i okre$lenie czestosci jej wystepowania
w aspekcie uczulenia na najpopularniejsze zwierzeta futerkowe.

7) Okreslenie ograniczei w zastosowaniu testéw multiparametrycznych w diagnostyce

uczulen na alergeny zwierzat.



Badanie mialo charakter retrospektywny. Analizie poddano 1553 pacjentéw, u ktorych w
latach 2012 — 2023, na podstawie badania podmiotowego i przedmiotowego lub innych badan
pomocniczych, podejrzewano wystgpowanie nadwrazliwoéci na roézne alergeny, zar6wno
wziewne jak i pokarmowe, i z tego powodu zakwalifikowano ich do diagnostyki molekularne;
opartej o testy multiparametryczne. Przeanalizowano podstawowe dane demograficzne badanej
populacji w odniesieniu do wynikéw badan szczegétowej diagnostyki alergologicznej. Badania
immunologiczne ~ wykonano przy pomocy  dwoéch, bardzo  czutych  metod
immunofluorescencyjnych: ImmunoCAP ISAC (Thermo Fisher Scientific) oraz Allergy
Xplorer — ALEX1/ALEX2. W czasie, w ktérym wykonywano badania, producenci obu testow
dokonali modyfikacji w zakresie skladu alergenowego, co uwzgledniono w analizie
statystycznej uzyskanych wynikéw. Jako podwyzszony/dodatni uznano stezenie aslgE = 0,3
ISU-E w ImmunoCAP ISAC i stezenie asIgE > 0,3 kU/l w Allergy Xplorer — ALEX, zgodnie
z powszechna praktyka w badaniach naukowych oraz zgodnie z zaleceniami producentéw
testow. Z uwagi na temat badania sposrod wszystkich otrzymanych wynikéw badan (grupa
przystepujgcych do badania) wyselekcjonowano i poddano dalszej analizie statystycznej
wylacznie te, ktore posiadaty dodatni wynik, tj. asIgE > 0,3 kU/I lub > 0,3 ISU-E, przynajmniej
dla jednego alergenu zwierzecego. Wszystkie badania zostaly przeprowadzone w Pracowni
Immunologiczno-Alergologicznej, dzialajgcej przy Klinice Alergologii, Immunologii
Klinicznej i Choréb Wewngtrznych Szpitala Uniwersyteckiego Nr 2 im. dr Jana Biziela w
Bydgoszczy. Metodologia prowadzonych oznaczen immunologicznych byla zgodna z
instrukcja producenta, wykonywana przez do$wiadczonego diagnoste laboratoryjnego, zgodnie
ze standardami wlasciwymi dla okreslonej procedury. Na przeprowadzenie badania naukowego
uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy (nr KB 297/2023 z dnia
11.07.2023r.).

Zaréwno w analizowanych wynikach ImmunoCAP ISAC, jak i Allergy Xplorer — ALEX
stwierdzono poréwnywalng czestosé (39% vs 38%) wystgpowania uczulenia na jakiekolwiek
zwierze. Na podstawie analizy otrzymanych danych z ImmunoCap ISAC oraz Allergy Xplorer
- ALEX wykazano, ze najczesciej wystepuje uczulenie na kota (w ImmunoCAP ISAC 31% vs
30% w Allergy Xplorer - ALEX), nastgpnie na psa (odpowiednio 22% vs 26%) oraz konia
(odpowiednio 9% vs 10%). W prezentowanych wynikach podwyzszone asIgE stwierdzano
najczesciej dla nastepujgcych komponent alergenowych: Fel d 1 (25% w ImmunoCAP ISAC
vs 27% w Allergy Xplorer - ALEX), Can f 1 (15% w ImmunoCAP ISAC vs 15% w Allergy



Xplorer - ALEX) oraz dla Fel d 41 Can f5 (po 12%) w ImmunoCAP ISAC, i Can £ 6 ( 12%) w
Allergy Xplorer - ALEX. W calej badanej populacji uczulenie na zwierzeta futerkowe
stwierdzono u ~ 35% kobiet (36% w ImmunoCAP ISAC vs 34% w Allergy Xplorer — ALEX)
oraz u ~ 44% mezezyzn (odpowiednio 43% vs 44%). W ImmunoCAP ISAC najwiccej 0séb
uczulonych na alergeny zwierzece stwierdzono w grupie wiekowej 13-19 lat (25,3%), a
najmniej w grupie 23-37 lat (24,7%). W ALEX najwiecej 0séb uczulonych na alergeny
zwierzgee stwierdzono w grupie wiekowej do 18 lat (35,6%), a najmniej w grupie 19-38 lat
(31,9%). Zgodnie z celami pracy, scharakteryzowano réwniez profile uczuleniowe pacjentéw
w przypadku nadwrazliwosci na poszczegdlne zwierzgta. Opisano ponadto znaczenie reakcji
krzyzowych w analizowanej populacji z uwzglednieniem diagnostyki komponentowe;j.
Przeanalizowano i usystematyzowano monosensytyzacje w przypadku uczulenia na zwierzeta,
z odroznieniem jej odmiennych definicji. Dodatkowo doktorant podjal prébe oceny

przydatnosci analizowanych testéw w diagnostyce alergii na zwierzeta futerkowe.
Przeprowadzone badania umozliwity doktorantowi wysnucie ponizszych wnioskow:

1. Alergeny zwierzat futerkowych sg czgsta przyczyng uczulenia w badanej populacii.
Alergenowo swoiste IgE (asIgE) dla alergenéw zwierzat futerkowych wystepowaty u
ok. 38% oséb z podejrzeniem choroby alergicznej. Najwiccej badanych bylo
uczulonych na kota (ok. 30%), psa (ok. 24%) oraz konia (ok. 9%). Komponentami
alergenowymi, dla ktérych asIgE wystepowalo najczesciej byly: Fel d 1 (kot;
uteroglobina; ok. 26%) oraz Can f 1 (pies; lipokalina; 15%).

2. Uczulenie na alergeny zwierzat futerkowych czgsciej dotyczylo mezczyzn (44% vs
35%). Nie obserwowano znaczacych rézni¢ pomigdzy poszezegdlnymi grupami
wiekowymi.

3. Dominujaca komponenta alergenowa to komponenta, dla ktérej podwyzszone aslgE
stwierdzano najczesciej wirdéd osob uczulonych na dane zwierze. Komponentami
dominujgcymi byty:
sdlapsa—Canf1
* dlakota—Fel d 1
* dla konia—Equc 1
« dla krélika — Ory ¢ 3

4. Lipokaliny i albuminy surowicy odpowiadaja za najczestsze reakcje krzyzowe w

zakresie alergenéw zwierzgcych. Monosensytyzacja na alergen bedacy lipokaling
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nalezy do rzadkosci, w przeciwienstwie do uczulenia na kilka, réznych lipokalin
jednoczesdnie.

5. Allergy Xplorer — ALEX oraz ImmunoCAP ISAC to testy przydatne w diagnostyce
uczulenia na zwierzgta futerkowe. W tescie ImmunoCAP ISAC dostepne sg wylgcznie
komponenty alergenowe zwierzat (13), z kolei w Allergy Xplorer - ALEX mieszczono
zar6wno komponenty alergenowe (20), jak i ekstrakty (5). Wybor konkretnego testu
molekularnego kazdorazowo powinien byé dostosowany do potrzeb diagnostycznych
wynikajacych z obrazu klinicznego.

6. Monosensytyzacj¢ w uczuleniu na zwierzeta futerkowe mozna rozpatrywaé na trzech
gtownych  poziomach: monosensytyzacia na jeden gatunek  zwierzecia,
monosensytyzacja na jedna rodzing bialek alergenowych oraz monosensytyzacja na
jedng, konkretng molekulg alergenows. Na przykladzie najpopularniejszych zwierzat
domowych, tj. kota i psa, przedstawiono czesto$é wystepowania poszezegdlnych
rodzajéw monosensytyzacji: monosensytyzacja na kota - ok. 27%:; monosensytyzacja
na lipokaliny kota - ok. 4,05%; monosensytyzacja na Fel d 4 - ok. 4,05%;
monosensytyzacja na psa — ok. 15%; monosensytyzacja na lipokaliny psa — ok. 5%;
monosensytyzacja na Can f 1 — ok. 3%.

7. W zadnym z analizowanych testow, tj. ImmunoCAP ISAC i Allergy Xplorer — ALEX,
nie umieszczono wszystkich opisanych do tej pory komponent alergenowych
poszczegblnych zwierzat, co uniemozliwia wykrycie wszystkich potencjalnie
uczulonych pacjentéw. Ponadto, ekstrakty alergenowe, dostepne wylgceznie w Allergy
Xplorer — ALEX, charakteryzujg si¢ niskg czuloscig i niejednokrotnie dajg wyniki
negatywne, nawet przy obecnosci dodatnich wynikéw dla poszczegdlnych

komponent alergenowych danego zwierzecia.

Z obowigzku recenzenta w tym miejscu zmuszona jestem do wymienienia zastrzezen
dotyczacych przeprowadzonego badania. Jednakze praca zostala przygotowana niezwykle
starannie i nie mam zadnych istotnych uwag krytycznych. Jedyne watpliwosci zostaty rzetelnie
wyjasnione przez doktoranta w dodatkowym rozdziale, ktéry umiescit na koncu opracowania -
ograniczenia prezentowanego badania. Z drugiej strony wiasnie ten rozdzial znakomicie
podnosi wartos¢ pracy i ukazuje dojrzato$é badacza, ktéry krytycznie podchodzi do czesci

uzyskanych danych.

Migdzy innymi doktorant podkreslit, ze diagnostyka alergii na zwierzgta nie jest latwa, a jej

mozliwosci i zlozono$é przedstawiono w ramach wstepu do niniejszej pracy. ImmunoCAP



ISAC oraz Allergy Xplorer — ALEX stwarzaja mozliwosci w diagnostyce uczulenia na
zwierzeta futerkowe, ktére wezesniej nie byly tak dostepne i wszechstronne, jednak 1 one
posiadajg swoje ograniczenia. Podkreslit, ze oba ww. testy pozwalaja jedynie na stwierdzenie
obecnodci asIgE, co umozliwia stwierdzenie uczulenia u danego pacjenta, ale nie jest to
réwnoznaczne z jednoczesnym rozpoznaniem alergii. Aby postawi¢ rozpoznanie alergii,
konieczne jest powigzanie obecnosci aslgE z objawami klinicznymi po narazeniu na dany
alergen. Tak wiec, nawet najdoskonalsze metody diagnostyki, jezeli nie pozwalajg
jednoznacznie rozr6zni¢ uczulenia od alergii, stanowig jedynie uzupelnienie, co prawda czgsto
niezbedne, ale nadal uzupelnienie do podstawowej metody diagnostyki alergologicznej —
badania podmiotowego. Doktorant podkresli, ze staba strong badania byt jego retrospektywny
charakter. Z uwagi na to, Ze opieraja sie one na analizie wynikow, ktére pierwotnie nie byty
przeznaczone do oceny naukowej, brakuje w nich wielu, istotnych danych klinicznych. Wazne
jest, aby podczas analizy badari o charakterze retrospektywnym unika¢ nadmiernego
uogblniania wynikéw i zachowaé ostrozno§¢ w twierdzeniu o zwigzku przyczynowo-
skutkowym. Kolejne ograniczenie stanowi niekompatybilnos¢ wynikéw obu testow, tj.
ImmunoCAP ISAC i Allergy Xplorer — ALEX. Nie moga by¢ one ze sobg bezposrednio
poréwnywane, gdyz oba testy zostaty wykonane wsréd innej grupy badanej, t;. kazdy uczestnik
badania miat wykonany wytacznie jeden z analizowanych testow. Wplyw na to mialy przede
wszystkim ograniczenia finansowe, ktére nie pozwolity na réwnolegte wykonanie obu testow
wérdd wszystkich badanych. Starano si¢ zatem w mozliwe optymalny sposob poréwnaé przede
wszystkim mozliwoséci obu testow pod katem diagnostyki alergii na zwierzeta futerkowe.
Kolejne ograniczenie stanowila zmiana skfadu testow w czasie, gdy wykonywano badania,
ktérych wyniki poddano pézniejszej ocenie. Autor podkreslit, ze nie kazda molekuta posiada
swoj odpowiednik w drugim tescie. Prébowano jednak, na podstawie wprowadzonych ulepszen
w obu testach, oceni¢, czy owe ulepszenia rzeczywiscie wplynety pozytywnie na uzyskiwane
wyniki i jakie moga mie¢ potencjalne znaczenie kliniczne. Doktorant zwrécil rowniez uwage
w podsumowaniu wynikéw na ograniczenia epidemiologiczne. Badanie zostalo
przeprowadzone w ramach jednego o$rodka i dotyczylo pacjentéw z okreslonego regionu
Polski, co réwniez moze mie¢ znaczenie w czgstoscei ekspozycji na alergeny poszczegdlnych
zwierzat. Wymienione wyzej utrudnienia z pewnoscig miaty wplyw na uzyskane wyniki,
jednak autor starat si¢ aby powyzsza analiza byta jak najbardziej rzetelna i przedstawiata,
mozliwie szerokie, spojrzenie na mozliwosci obu testow molekularnych w zakresie diagnostyki

uczulenia na zwierzgta futerkowe.



Jednak zadna z powyzszych uwag nie zmienia mojej oceny przedstawionej mi do recenzji
pracy, ktéra oceniam bardzo wysoko. Uwazam, ze rozprawa doktorska lek. Tomasza Rosady
wsAnaliza uczulen na komponenty alergenowe wybranych zwierzat futerkowych na
podstawie wynikéw testéw molekularnych ImmunoCAP ISAC oraz Allergy Xplorel-
ALEX”, spelnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.), stanowigc samodzielne
rozwigzanie problemu naukowego oraz wskazuje na szerokg wiedze teoretyczng Doktoranta.
Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu o dopuszczenie lek. Tomasza Rosady do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Wnosz¢ réwniez o wyréznienie przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej.
Doktorant przygotowal niezwykle rzetelnie, w sposob przejrzysty, bardzo ciekawe wyniki
swoich badan, co zapewne bedzie przydatne w dalszych opracowaniach dotyczacych
poszukiwania ztotego standardu diagnostyki alergii na zwierzgta futerkowe, uwzgledniajac

nowoczesne metody oparte o diagnostyke molekularna.
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