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2011

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.
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4. Wskazanie osiagni¢cia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) Tytul osiagniecia naukowego

Lekowo-swoiste mechanizmy efektorowe w diagnostyce opdznionych polekowych reakcji
alergicznych.

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagnigcia naukowego

1. Grzegorz Porgbski, Anna Gschwend-Zawodniak, Werner J. Pichler. In vitro diagnosis of T cell-
mediated drug allergy. Clin. Exp. Allergy 2011; 41(4): 461-470.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu jej koncepcji, wykonaniu dos§wiadczen
laboratoryjnych, napisaniu manuskryptu pracy, akceptacji ostatecznej wersji pracy. Moj udzial
procentowy szacuj¢ na 90%.

2. Grzegorz Porebski, Tatjana Pecaric-Petkovic, Monika Groux-Keller, Magdalena Bosak,
Thomas T. Kawabata, Werner.J. Pichler. In vitro drug causality assessment in Stevens-Johnson
syndrome - alternatives for lymphocyte transformation test. Clin. Exp. Allergy 2013; 43(9): 1027-
1037.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspoétudziale w opracowaniu koncepcji i projektu
badania, rekrutacji czgéci badanych, wykonaniu do$wiadczen laboratoryjnych (hodowle
komorkowe, testy proliferacji limfocytow, testy granzym B-ELISpot, wewnatrzkomérkowe
oznaczanie granulizyny i IFN-gamma przy pomocy cytometrii przeptywowej oraz eksperymenty
z uzyciem IL-7/IL-15) u 30 sposrod 33 tacznie badanych, napisaniu manuskryptu pracy,
akceptacji ostatecznej wersji pracy. M9j udziat procentowy szacujg na 70%.

3. Grzegorz Porgbski, Ewa Czarnobilska, Magdalena Bosak. Cytotoxic-based assays in delayed
drug hypersensitivity reactions induced by antiepileptic drugs. Pol. Arch. Med. Wew. 2015;
125(11): 823-834.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji 1 projektu badania,
zaplanowaniu doswiadczen laboratoryjnych, wykonaniu catosci doswiadczen laboratoryjnych
(hodowle komorkowe, testy proliferacji limfocytow, test granzym B-ELISpot, pomiar stgzenia
perforyny metoda ELISA 1 oznaczanie granulizyny przy pomocy cytometrii przeptywowej),
rekrutacji czgsci badanych 1 wykonaniu czg$ci testow platkowych, napisaniu manuskryptu pracy,
akceptacji ostatecznej wersji pracy. Moj udziat procentowy szacuj¢ na 90%.

4. Grzegorz Porgbski, Ewa Czarnobilska. Drug-specific in vitro secretion of IFNy in the diagnosis
of drug-induced exanthemas: electrochemiluminescence assay versus previously used diagnostic
methods. Przegl Lek. 2015; 72(12): 721-724.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji 1 projektu badania,
zaplanowaniu doswiadczen laboratoryjnych, wykonaniu w catosci hodowli komoérkowych, testow
proliferacji limfocytow, oznaczaniu IFN-gamma przy pomocy testow ELISpot, ELISA
i cytometrii przeptywowej oraz we wspotpracy z dr T. Pecaric-Petkovic (wymieniona w sekcji



"Acknowledgments") testéw metoda elektrochemiluminescencji, rekrutacji czg¢éci badanych,

napisaniu manuskryptu pracy, akceptacji ostatecznej wersji pracy. M9gj udziat procentowy szacuj¢
na 95%.

5. Grzegorz Porebski, Magdalena Bosak. The role of IL-7 and IL-15 in the ELISpot detection of
drug-specific response. Alergol. Immunol. 2014; 11(3-4): 26-31.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji i projektu badania,
zaplanowaniu do$wiadczen laboratoryjnych, wykonaniu catosci doswiadczen laboratoryjnych
(hodowle komorkowe, testy IFN-gamma-ELISpot), rekrutacji czg$ci badanych, napisaniu
manuskryptu pracy, akceptacji ostatecznej wersji pracy. Mdj udziat procentowy szacuj¢ na 95%.

c) Oméwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiagni¢tych wynikow wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

Ludzie sa obecnie powszechnie poddawani ekspozycji na liczne ksenobiotyki, w tym leki.
Chociaz we wspotczesne] medycynie farmakoterapia jest jednym z podstawowych rodzajow
interwencji, jest rownoczesnie przyczyna polekowych dziatan niepozadanych, ktére przyczyniaja
si¢ do zwigkszenia wskaznikow hospitalizacji 1 $miertelnosci [1, 2]. Za wigkszos¢ dziatan
niepozadanych odpowiadaja przewidywalne efekty uboczne lekow wynikajace z ich aktywnoS$ci
farmakologicznej. Jednak okoto 15% dziatan niepozadanych lekow to nieprzewidywalne reakcje
nadwrazliwosci [3], ktore sa nazywane alergia na leki, gdy reakcja jest mediowana
immunologicznie. Polekowe reakcje nadwrazliwosci (drug hypersensitivity reactions, DHR) sa
bardzo heterogenne pod wzgledem symptomatologii i cigzkosci przebiegu. Zwykle manifestuja
si¢ zmianami skornymi, poczawszy od stosunkowo tagodnych, lecz czgstych jak osutki plamisto-
grudkowe, az do ciezkich zespotéw objawdw, jak zespot Stevensa-Johnsona. Kluczowe znaczenie
dla dalszego postgpowania z chorym ma potwierdzenie zwiazku przyczynowego pomigdzy
zastosowanym lekiem a wystapieniem objawow. Nieuzasadnione wycofanie podejrzanego leku
prowadzi do ograniczenia opcji terapeutycznych i wprowadzenia lekow drugiego rzutu, z reguty

mniej skutecznych 1/lub drozszych.

W pracy ,In vitro diagnosis of T cell-mediated drug allergy”, poswigconej opdznionym
polekowym reakcjom nadwrazliwos$ci, wskazano na ograniczenia w dostgpnych metodach
diagnozowania przyczyn tych reakcji, zidentyfikowano istniejace w tym obszarze potrzeby oraz
przeanalizowano testy laboratoryjne mogace w przysziosci postuzy¢ jako narzgdzia
diagnostyczne. Przedstawiono réwniez wstepne wyniki wlasnych eksperymentow. Wykazaty one,
ze detekcja markerow aktywacji lekowo-swoistych komoérek o zdefiniowanym fenotypie, jak

granulizyna w komorkach NK, umozliwia wykrycie leku odpowiedzialnego za reakcj¢ alergiczna.



Badanie polekowej reakcji alergicznej zaczyna si¢ od zebrania szczegdélowych danych z historii
medycznej. Niestety czgsto reakcje te nie sa dobrze udokumentowane, a ich odtworzenie na
podstawie samego wywiadu nie jest wystarczajace do pelnej oceny. Stosunkowo dobrze
dostgpnym sposobem identyfikacji leku, ktory wywolal objawy sa skoérne testy punktowe,
ptatkowe i testy $rodskoérne. Jednak czesto nie przynosza one dodatnich wynikéw, nawet u
chorych z przekonujacym wywiadem [4-6]. Z kolei testy prowokacyjne, chociaz obiektywnie
dowodza sprawczego dziatania testowanego leku, sa zle akceptowane przez pacjentow
i kontrowersyjne etycznie z powodu ryzyka wywotania niebezpiecznych objawow [7]. Co wigcej,
dobra tolerancja pojedynczej dawki leku wyklucza IgE-zalezna reakcjg natychmiastowa, ale nie
reakcj¢ opdzniona, ktora moze rozwina¢ si¢ dopiero po dtuzszym podawaniu podejrzanego leku,
co w gruncie rzeczy blizsze jest ponownemu leczeniu niz procedurze diagnostycznej [8]. Inne
wady testow prowokacyjnych to mozliwa resensytyzacja lub desensytyzacja z powodu
reekspozycji na testowany lek, a nawet ograniczenie czutosci i swoisto$ci wigzane odpowiednio
z nierozpoznanymi czynnikami zaklocajacymi i1 subiektywnymi dolegliwosciami wystgpujacymi

podczas prowokacji [9, 10].

Testy in vitro stanowia procedur¢ bezpieczna dla pacjentow, pozwalajaca na uniknigcie
wspomnianych niedogodnosci testow prowokacyjnych. Co wigcej dostarczaja glebszego wgladu
w patomechanizmy polekowych reakcji nadwrazliwosci i umozliwiaja roéwnoczesna oceng
odpowiedzi immunologicznej na wiele lekow. W omawianej pracy skupiono si¢ na DHR
mediowanych przez komoérki T. Opisano systemy odczytu stosowane in vitro do identyfikacji
reagujacych swoiscie na dany lek komorek pochodzacych z krwi obwodowej uczulonych
pacjentdw. Obecnie najlepiej znanym testem stosowanym w diagnostyce opoznionych reakcji
nadwrazliwos$ci na leki jest test transformacji limfocytow (lymphocyte transformation test, LTT),
zwany rowniez testem proliferacji limfocytow. Opiera si¢ on na aktywacji 1 proliferacji badanych
komorek po stymulacji danym lekiem. Wymaga zastosowania izotopoéw radioaktywnych, a co za
tym idzie odpowiedniego wyposazenia. Ze wzgledu na sze$ciodniowy czas trwania hodowli
komorek jest takze stosunkowo czasochtonny. Nasilenie odpowiedzi proliferacyjnej nie jest
powiazane z cigzkoscia objawow klinicznych. LTT u pacjentdow z osutka plamisto-grudkowa
moze wykazywa¢ znacznie silniejsza proliferacj¢ komorkowa niz u chorego z cigzka postacia
nadwrazliwos$ci na leki, jak zespot Stevensa-Johnsona czy toksyczna nekroliza naskorka. Istotnie,
cigzkos¢ przebiegu klinicznego reakcji polekowej wydaje si¢ by¢ raczej zwiazana z funkcjami
efektorowymi reagujacych komorek niz z czgsto$cia wystgpowania tych komoérek w krwi
obwodowej, wykrywana przez LTT. Funkcje efektorowe aktywowanych lekiem komoérek T moga

by¢ uchwycone przy pomocy odpowiednio ukierunkowanych badan laboratoryjnych. Ocena



histologiczna i immunohistologiczna komorek pozyskanych ze zmian skérnych wskazata na
istotng role mechanizméw cytotoksycznych w réznych postaciach polekowych reakcji

nadwrazliwosci [11-16].

W naszych wstepnych eksperymentach postawiliSmy pytanie, czy komorki z probki krwi pobranej
w okresie remisji od chorych z przebytymi DHR moga wykazywac¢ lekowo-swoista odpowiedz
wyrazona przez ich funkcje cytotoksyczne. Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (peripheral
blood mononuclear cells, PBMC) pacjenta z osutka plamisto-grudkowa oraz pacjenta z zespotem
Stevensa-Johnsona byly poddane pigciodniowej hodowli z lekami sprawczymi (odpowiednio —
amoksycylina i karbamazepina), toksyna t¢zcowa (kontrola dodatnia) i medium hodowlanym
(kontrola ujemna). Nastgpnie wykonano barwienie wewnatrzkomorkowe i pomiar cytometryczny
ekspresji granulizyny w komodrkach NK. Zaobserwowano, ze stymulacja lekami sprawczymi
znamiennie i swoiscie zwigkszyla produkcje granulizyny w komorkach NK w przypadku obu
pacjentow. Systemy odczytu mierzace efektorowe funkcje lekowo-swoistych komorek
cytotoksycznych wydaja si¢ by¢ w tym konteks$cie szczegdlnie obiecujace, ale wymagaja dalszych
pogtebionych badan.

Ta koncepcja zostala podjgta w kolejnej pracy: ,,In vitro drug causality assessment in Stevens—

Johnson syndrome —alternatives for lymphocyte transformation test”.

Zalozenia:

e Potrzebne jest opracowanie nowych narzedzi diagnostycznych, szczegoélnie do
diagnostyki cigzkich skornych polekowych reakcji nadwrazliwosci" - postuluje sig
w najnowszym migdzynarodowym konsensusie pos§wigconym alergii na leki w czesci
dotyczacej niezaspokojonych potrzeb w przedmiotowym zakresie [9]. Takie cigzkie
skorne DHR reprezentowane sa przez zespol Stevensa-Johnsona (SJS) i toksyczna
epidermoliz¢ naskoérka (TEN), bedaca najcigezsza postacia skornych reakcji polekowych
obejmujaca ponad 30% powierzchni ciata i cechujaca si¢ wysoka $Smiertelnoscia [17].

e Pecherze u chorych z SIS/TEN zawieraja duzg liczbg limfocytéw majacych czynno$ciowe
cechy limfocytow cytotoksycznych o fenotypie CD8+ i NKp46+ [13, 18]. Wykazano, ze
produkuja one w duzych ilosciach granzym B i perforyng [19, 20]. Cytotoksyczny efekt
komorek T CD8+ i NKp46+ jest rowniez mediowany przez granulizyng bedaca biatkiem



wydzielniczym o istotnym znaczeniu w SJS/TEN, gdyz powoduje rozwodj zmian

pecherzowych i $mier¢ keratynocytow [11].

e Dotychczasowe badania wykazaly, ze standardowy LTT u pacjentow z SJS/TEN
stosunkowo rzadko daje pozytywny wynik w poréwnaniu z polekowymi wykwitami
skornymi o lagodniejszym przebiegu [21, 22]. Testy skorne maja ograniczona
uzytecznos¢, jak wskazano wyzej, a testy prowokacyjne nie sa rekomendowane
w SJS/TEN.

e |IL-7 i IL-15 sa cytokinami odgrywajacymi wazna rolg¢ w rozwoju, zywotnosci i aktywacji
cytotoksycznych komoérek T CD8+ i NKp46+ [23-25], a ekspozycja komorek PBMC na te

cytokiny moze wzmocni¢ odpowiedz antygenowo-swoista [26, 27].

e Precyzyjna identyfikacja leku sprawczego ma kluczowe znaczenie nie tylko dla dalszego
postgpowania z chorym, ale takze dla instytucji powolanych do monitorowania
bezpieczenstwa farmakoterapii 1 ryzyka zdarzen niepozadanych oraz dla przemystu

farmaceutycznego.

Hipotezy badawcze

e Testy in vitro oparte na r6znorodnych mechanizmach cytotoksycznych odpowiedzialnych
za objawy SJS/TEN moga osiagna¢ wyzsza czutos¢ w identyfikacji leku sprawczego niz
standardowy test LTT.

e Inkubacja z IL-7 i IL-15 hodowli PBMC wzmacnia odpowiedz lekowo-swoista.

Metody

Grupa badana sktadata si¢ z 15 pacjentow z dobrze zdefiniowanym SJS/TEN w stanie remisji oraz
18 o0sob stanowiacych kontrolg, dopasowanych pod wzglegdem pici 1 wieku, ktérzy byli
eksponowani na te same leki i tolerowali je dobrze. Chorzy zostali podani indywidualnej ocenie
za pomoca wskaznika ALDEN - algorytmu opracowanego i zwalidowanego przez grupeg
RegiSCAR [28], sluzacego do oceny zwiazku przyczynowo-skutkowego migdzy lekiem

sprawczym a objawami nadwrazliwo$ci. Pacjenci byli wilaczani do badania tylko jesli ich



punktacja wedtug ALDEN wskazywata na "bardzo prawdopodobny" zwiazek przyczynowy, co
odpowiada wynikowi > 6 punktow (podczas gdy w innych badaniach jako referencjg
przyjmowano wynik ALDEN > 4 punkty [21] lub dodatni wynik LTT [26, 29]). Dzigki takim
wygorowanym kryteriom, dobrze zdefiniowana pod wzgledem leku sprawczego grupa pacjentow

mogta postuzy¢ jako wiarygodna reprezentacja przypadkow prawdziwie dodatnich.

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC) pobrane od badanych byty bezposrednio
poddane hodowli z lekami sprawczymi, pozytywna i negatywna kontrola lub inkubowane
uprzednio przez noc z IL-7 i IL-15 w stezeniu po Ing/ml. Wykonano pomiar i bezposrednie
porownanie lekowo-swoistych odpowiedzi PBMC wyrazonych proliferacja (LTT), wydzielaniem
granzymu B (test ELISpot, enzyme-linked immunospot assay), wewnatrzkomorkowa ekspresja
granulizyny 1 interferonu gamma (IFNg) w komodrkach CD3+CD4+, CD3+CD8+ i NKp46+
(pomiar w cytometrii przeptywowej) oraz stezeniami IL-2, IL-5, IFNg w nadsaczu hodowli
komorkowych (test cytokine beads array, CBA). Lacznie oceniano zatem u badanych 11 réznych
punktéw koncowych, a dodatkowo wykonano testy cytometryczne i ELISpot po inkubacji z IL-7
i IL-15. W analizie statystycznej, poza testami rutynowymi, uzyto krzywych ROC (receiver
operator characteristic) do poréwnania testow laboratoryjnych i wyznaczenia ich punktow

odciecia.

Omowienie wynikow

Dodatnie wyniki (indeks stymulacji >2) w standardowym LTT stwierdzono jedynie
u pojedynczych chorych z SIS/TEN (czuto$¢ 27%), co jest zgodne z obserwacjami innej grupy
badaczy (czutos¢ LTT 11-21%) [21] i epizodycznymi dodatnimi wynikami raportowanymi przez

Kano i wsp. [22]. Nie obserwowano dodatnich wynikow w grupie kontrolnej (swoistos¢ 100%).

Leki sprawcze indukowaly wzrost wydzielania badanych cytokin przez PBMC chorych w
porownaniu z grupa kontrolna w wigkszosci ocenianych testow. Ekspresja granzymu B w tescie
ELISpot (GrB-ELISpot) byta wigksza u chorych niz w kontroli. Rowniez wewnatrzkomorkowe
wydzielanie granulizyny w odpowiedzi na leki byto wigksze w grupie pacjentow we wszystkich
badanych subpopulacjach komoérek, a wyrazone najsilniej w komorkach NKp46+. Odpowiada to
danym o znaczacym odsetku komoérek NK w ptynie z pecherzy skérmych chorych z SJS/TEN [18,
30]. Stezenia IL-5 i IFNg w nadsaczu hodowli komoérkowych byly takze znaczaco wyzsze

W grupie pacjentow w poréwnaniu z grupa kontrolna. Taki sam trend obserwowano dla st¢zenia



IL-2, ale nie byl on znamienny statystycznie. Z kolei wewnatrzkomorkowa ekspresja IFNg nie
roznila sig istotnie w grupie chorych i w grupie kontrolnej. Najprawdopodobniej, w przypadku tej
cytokiny, wewnatrzkomoérkowa detekcja w pojedynczym, ustalonym punkcie czasowym nie byta
wystarczajaco czuta w porownaniu do testu CBA, ktory mierzy cytokiny wydzielane w catym

czasie trwania hodowli komorkowe;.

W nastgpnym kroku przeanalizowano zdolno$¢ testow do rdéznicowania pomigdzy lekiem
sprawczym a obojetnym przez pordéwnanie pol powierzchni (AUC, area under curve) pod
krzywymi ROC. Najwyzsze wartosci AUC osiagnely testy: stgzenie IL-5, stgzenie IFNg,
ekspresja granulizyny w komorkach NKp46+ i CD4+. Wartosci AUC dla IL-5 (0,81), IFNg (0,80)
1 granulizyny w NKp46+ (0,80) byly statystycznie znamiennie wigksze niz dla LTT (AUC 0,73).
Wyznaczone na podstawie analizy krzywych ROC punkty odcigcia pozwolity na okreslenie
wynikéw dodatnich i ujemnych, a tym samym czutosci i swoistosci badanych testow. Najwicksza
warto$¢ czuto$ci wykazato oznaczenie stezenia IFNg w nadsaczu, a nastgpnie kolejno ekspresja
granulizyny w komodrkach CD4+ (Grl-CD4+), stezenie IL-5 w nadsaczu, ekspresja granulizyny w
komorkach NKp46+ (Grl-NKp46+), stezenie IL-5 w nadsaczu, GrB-ELISpot i LTT
(odpowiednio: 55%, 53%, 43%, 40%, 38%, 33% 1 27%). Wartosci czutosci Grl-CD4+
i Grl-NKp46+ byly porownywalnie wysokie, w odréznieniu od niskiej czulosci oznaczenia
granulizyny w komoérkach CD8+ (Grl-CD8+), wynoszacej 7%, co moze by¢ zwiazane
z wyczerpaniem reaktywnosci tych komoérek na dalsza na stymulacje in vitro z powodu
wzmozonej aktywno$ci komorek Treg lub ekspresji PD-1 [31, 32]. Inne systemy odczytu
wykazaly niska czulos¢ (IFNg-CD4+: 13%) lub nie zidentyfikowaly zadnego prawdziwie
dodatniego przypadku (IFNg-NKp46+ i IFNg-CD8+). Wartosci swoistosci badanych testow

pozostawaty w wysokim zakresie 95-100%.

Pojedynczy test in vitro nie obejmuje wszystkich mozliwych efektorowych mechanizmow reakcji
nadwrazliwos$ci polekowej, ale laczne zastosowanie kilku testow moze istotnie zwigkszy¢ czutos¢
diagnostyki. Takie podejscie jest uzasadnione jesli (i) stajemy wobec szczegolnie trudnej sytuacji
klinicznej, takiej jak SJS/TEN, w ktoérej doktadna diagnoza przyczyny pozwala uniknaé stanu
zagrozenia zycia czy wysokich kosztow leczenia oraz (i1) potaczenie testow diagnostycznych nie
powoduje istotnego spadku ich tacznej swoistosci. Stosujac taka strategie stwierdzilismy, ze Grl-
CD4+ i GrB-ELISpot razem wykrywaja dodatnia odpowiedz u 73% pacjentow, a dotaczenie
oznaczenia I[FNg w nadsaczu pozwala wykry¢ jeszcze jeden prawdziwie dodatni przypadek, co
podnosi czuto$¢ tego zestawu diagnostycznego do 80% przy zachowaniu lacznej swoisto$ci na

wysokim poziomie 95%.



Inkubacja z IL-7 i IL-15 nie zwigkszyla istotnie $rednich wartosci ekspresji granulizyny
w komorkach CD4+, CD8+ i NKp46+, ani wydzielania granzymu B w tescie ELISpot pod
wplywem leku sprawczego w grupie pacjentow. Niektorzy pacjenci wykazywali zwigkszenie,
a inni zmniejszenie lekowo-swoistej odpowiedzi. Biorac pod uwage, ze IL-7 1 IL-15 moga nasila¢
produkcje granzymu B i granulizyny w sposob swoisty, ale nie mozna takze wykluczy¢
nieswoistej aktywacji komorek [27], ostatecznie zwigkszenie swoistej odpowiedzi na stymulacje

lekiem moze pozosta¢ niewykrywalne.

Whioski

e W badaniu wykazali$my lekowo-swoisty wzrost granzymu B, granulizyny i cytokin (IL-2,
IL-5, IFNg) w stymulowanych lekami sprawczymi hodowlach PBMC chorych z dobrze
zdefiniowanym SJS/TEN. Testy in vitro bazujace na mechanizmach cytotoksycznych
okazaly si¢ mie¢ wyzsza czuto$¢ niz standardowy test LTT. Co wigcej, diagnostyczny
zestaw testow obejmujacy GrB-ELISpot w polaczeniu z pomiarem ekspresji granulizyny
w komoérkach CD4+ i stgzenia IFNg w nadsaczu hodowli osiagnat wyjatkowo wysoka
czutos¢ 80%, bez istotnej redukcji swoistosci, co stanowi powazny postep

w mozliwosciach identyfikacji metodami in vitro lekow sprawczych w SIS/TEN.

e Zmiany lekowo-swoistej odpowiedzi po inkubacji PBMC z IL-7 i IL-15 w te$cie ELISpot
i w eksperymentach cytometrycznych byty niestabilne, dlatego nie rekomendowalismy

testowanych interleukin do regularnego zastosowania.

W kolejnej pracy: “Cytotoxic-based assays in delayed drug hypersensitivity reactions induced
by antiepileptic drugs” skupilismy si¢ na cytotoksycznosci mediowanej komoérkowo na drodze
zaleznej od ziarnistosci i jej mozliwych aplikacjach do oceny zaleznos$ci przyczynowo-skutkowej

w pospolitych osutkach plamisto-grudkowych indukowanych przez leki przeciwpadaczkowe.

Zalozenia

e "Standardowe procedury diagnostyczne powinny by¢ dopasowane do konkretnych lekow,
manifestacji klinicznych i grup wiekowych (dzieci vs dorosli)" [9]. Istotnie, jesli test

diagnostyczny byt oceniany w okreslonej, czesto heterogennej, grupie chorych, a pozniej



stosowany w praktyce u chorych z innymi - pod wzgledem wywotujacych lekow i obrazu
klinicznego - polekowymi reakcjami nadwrazliwosci, istnieje powazne ryzyko, ze
uzyskiwane wyniki moga by¢ znieksztalcone z powodu réznic miedzy grupa, w ktorej test

byt walidowany a grupa, w ktorej zostat zastosowany.

Osutki plamisto-grudkowe (MPE, maculopapular exanthema) sa najczgstsza manifestacja
opoznionych reakcji nadwrazliwosci na leki. Leki przeciwpadaczkowe (LPP) sa
stosowane w padaczce, ale takze w wielu innych wskazaniach neurologicznych
1 psychiatrycznych, jak bol neuropatyczny, migrena, choroba dwubiegunowa, czy depresja

[33]. Sa to zatem leki czgsto wypisywane, a ich zuzycie wykazuje trend rosnacy [34].

Dostgpne narzgdzia diagnostyczne w opdznionych DHR nie sa zadowalajace, jak
wskazano we wprowadzeniu. Wyniki testow platkowych z lekami sa bardzo zmienne
1 czgsto falszywie ujemne. LTT wymaga zastosowania dtugotrwalego protokotu i uzycia
radioizotopdw. Takze testy prowokacyjne wykazuja wiele wad (np. niska akceptacja przez
badanych, mozliwa resensytyzacja 1 desensytyzacja, nieokreslony czas trwania

reekspozycji do potwierdzenia dobrej toleranciji).

Badania immunohistologiczne i analizy in vitro komorek efektorowych pochodzacych ze
zmian skornych wskazuja na wazna rolg¢ mechanizméw cytotoksycznych w rdéznych
postaciach indukowanej lekami nadwrazliwosci obejmujacych zmiany plamisto-
grudkowe, pecherzowe i krostkowe [11-14]. Perforyna, granzymy i granulizyna
uwalnianie z ziarnistosci limfocytow cytotoksycznych biora udzial w réznorodnych DHR

[12, 16, 35].

Uwaza sig, ze uplyw czasu pomigdzy wystapieniem polekowej reakcji nadwrazliwosci
a przeprowadzeniem diagnostyki przyczynowej ma duzy wptyw na jej skutecznos¢, ale

konkretne dane na ten temat sa bardzo ograniczone.

Pytania badawcze

Czy testy in vitro oparte na cytotoksycznosci zaleznej od ziarnistosci moga wykrywac

lekowo-swoista odpowiedz w osutkach plamisto-grudkowych?

Czy te testy zastosowane w zdefiniowanej grupie chorych (dorosli z MPE wywotana LPP)
przewyzszaja jako narzedzie diagnostyczne test LTT i testy platkowe, uwzgledniajac czas,

ktory uptynal od reakcji nadwrazliwosci?
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Metody

Badaniem obj¢to 23 chorych z osutka plamisto-grudkowa i 24 osoby stanowiace kontrole, ktore
byly w przesztosci eksponowane na badane leki bez zadnych objawow DHR. Indukowane przez
leki przeciwpadaczkowe MPE zostaly zdefiniowane jako osutka bez objawow systemowych
wymagajaca wycofania LPP w ciagu 3 miesigecy od rozpoczecia leczenia [36]. PBMC izolowano
z krwi obwodowej badanych i poddano hodowli w obecnosci leku sprawczego, kontroli
pozytywnej 1 negatywnej (medium hodowlane). Nastgpnie zmierzono wydzielanie granzymu B
metoda ELISpot (GrB-ELISpot), wewnatrzkomdrkowa ekspresj¢ granulizyny w komorkach
NKp46+ (Grl-NK) z uzyciem cytometrii przeplywowej oraz st¢zenie perforyny w nadsaczu
hodowli komoérkowych metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), Per-ELISA.
Wyniki zostaly wyrazone jako roznica (warto$¢ delta): warto$¢ odczytu w warunkach stymulacji
testowanymi lekami minus warto$¢ odczytu bez stymulacji (kontrola negatywna). Poziomy
odcigcia dodatniego wyniku testu zostaly wyznaczone w oparciu o normalnag zmiennos¢
statystyczna obserwowang w grupie kontrolnej i zdefiniowane jako $rednia warto$¢ delta plus dwa
odchylenia standardowe, jak podaja inni autorzy [29, 37-40]. Testy LTT zostaly wykonane
i zinterpretowane wedtug standardowego protokotu [41]. Testy platkowe z lekami zostaty

wykonane i odczytane zgodnie z obowigzujacymi zaleceniami [42].

Omowienie wynikow

Zarowno test ELISpot, jak i analiza cytometryczna wykazaty znaczaco wigksza ekspresjg
granzymu B i granulizyny w grupie pacjentow niz w grupie kontrolnej. Badane leki indukowaty
tez proliferacj¢ w LTT u chorych, ale nie w grupie kontrolnej. Natomiast st¢zenia perforyny
w nadsaczach hodowli PBMC pacjentow nie roznily si¢ znaczaco od probek kontrolnych. Do
badan oceniajacych diagnostyczne testy in vitro pacjenci sa czgsto rekrutowani na podstawie
dodatniego LTT z lekiem sprawczym [26, 29, 43]. W naszym badaniu wszystkie oceniane testy,
w tym LTT byly wykonywane réwnolegle, co pozwolito na ich bezposrednie pordéwnanie.
Uwalnianie granzymu B z PBMC i ekspresja granulizyny w komorkach NK osiagnety wyzsza
czuto$¢ (odpowiednio 55% i1 39,1%) niz indeks stymulacji w standardowym LTT (30,4%), co
mogloby sugerowaé, ze odpowiedz lekowo-swoistych komorek w MPE opiera si¢ gtownie na
wydzielaniu cytotoksycznych cytokin, a jedynie w mniejszym stopniu na proliferacji.
WykazaliS§my jednak znamienna dodatnia korelacje pomigdzy wynikami testow LTT,
a GrB-ELISpot i GrlI-NK. Wszyscy, z wyjatkiem jednego, pacjenci z dodatnim LTT, mieli takze
dodatnie wyniki GrB-ELISpot i Grl-NK. Za$ kolejnych 7 pacjentow miato dodatni wynik tylko
w testach wykrywajacych granzym B i/lub granulizyng. Co wigcej, najdluzszy odstgp czasu
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pomigdzy wystapieniem objawow a uzyskaniem dodatniego wyniku testu wyniost 232 miesiace
dla GrB-ELISpot i 135 miesigcy dla Grl-NK wobec 59 miesigcy dla LTT. Dlatego uwazamy, ze
testy LTT, GrB-ELISpot i Grl-NK identyfikuja pacjentow z osutka plamisto-grudkowa, ktorzy nie
roéznia si¢ istotnie pod wzgledem sposobu reakcji na lek, ale testy bazujace na oznaczeniu
granzymu B i granulizyny pozwalaja na wykrycie stabszej odpowiedzi lekowo-swoistej

i utrzymuja diagnostyczng reaktywnos$¢ przez dtuzszy czas.

Za taka interpretacja przemawia dalsza analiza odstepdw czasowych pomigdzy DHR
a wykonaniem testow. PorownaliSmy wyniki pacjentow testowanych w czasie krotszym niz
mediana odstgpu czasowego (48 miesigcy) z wynikami pozostatych pacjentow. We wszystkich
testach, poza Per-ELISA, obserwowalismy wigksza liczb¢ dodatnich wynikéw 1 znamiennie
wyzsze $rednie wartosci odczytow w grupie testowanej w krotszym odstgpie czasu. Szeroki
zakres odstgpéw czasowych migdzy reakcja polekowa a testowaniem (1-232 miesiace)
u wlaczonych pacjentow pozwolit nam na lepsze zréznicowanie ocenianych testow pod wzgledem
czutosci. Z naszymi wynikami koresponduja pojedyncze doniesienia o mozliwosci wykrycia

lekowo-swoistych komorek T w odleglym czasie od pierwotnej reakcji [43].

Sposrod badanych testow, GrB-ELISpot byt zdolny do zidentyfikowania najwigkszej liczby
prawdziwie dodatnich przypadkéw. Detekcja cytokin ta metoda ma wysoka czuto$¢ - pozwala
wykry¢ granzym B wydzielany przez pojedyncze komoérki zanim zostanie zdegradowany.
U chorych nieeksponowanych na lek sprawczy przez wiele lat pozostaja jedynie nieliczne
komorki T reagujace na swoista stymulacje [43]. Dla takich pacjentow GrB-ELISpot jest
szczegblnie uzytecznym narzedziem diagnostycznym. Test Grl-NK réwniez wykazat potencjalng
uzyteczno$¢ jako czuly i swoisty system odczytu do detekcji lekowo-swoistej odpowiedzi.
W naszym wczesniejszym badaniu poswigconym SJS/TEN stwierdziliSmy znamienny wzrost
granulizyny pod wptywem stymulacji lekiem zaréwno w komoérkach NK, jak i CD4+, ale biorac
pod uwage tylko chorych uczulonych na LPP, ktore sa testowane takze w biezacym badaniu,
komorki NK byly lepszym diagnostycznym systemem odczytu. Odpowiada to roli komorek NK
jako gtownego zrdédta granulizyny w polekowych reakcjach nadwrazliwosci, w tym w osutkach
plamisto-grudkowych [16]. Per-ELISA, kolejny oceniany test, mial niezadowalajaca czutosé
(17,4%) i dostarczyt wyniki rozbiezne z wynikami pozostalych testow. Moze to by¢ zwiazane ze
sposobem dziatania perforyny, ktora polimeryzuje po aktywacji komorek efektorowych formujac
cylindryczne pory w btonie komdrek docelowych umozliwiajac innym mediatorom wnikanie do
komorki [44]. Zatem perforyna wiazana podczas hodowli w blonach komoérkowych nie osiaga
istotnych stezen w nadsaczu. Biorac pod uwage najczesciej testowane leki, odsetki dodatnich

odpowiedzi po karbamazepinie i jej analogu okskarbazepinie (LTT - 28,6%; GrB-ELISpot -
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64,3%; Grl-NK - 42,9% i Per-ELISA - 21,4%) nie wykazaly znamiennej statystycznie réznicy w
poréwnaniu lamotrygina (LTT - 37,5%; GrB-ELISpot - 37,5%; Grl-NK - 37,5% and Per-ELISA -
12,5%).

Wyniki testow platkowych z lekami zaleza od czasu, ktory uptynat od reakcji, jej klinicznej
manifestacji, a takze roznic pomigdzy samymi lekami. Badacze czgsto koncentruja si¢ wytacznie
na testach skornych albo na testach in vitro, ale z praktycznego punktu widzenia najciekawsze jest
pytanie, czy dany test laboratoryjny przewyzsza testy skorne, czy odwrotnie. W naszym badaniu
odsetek dodatnich testow ptatkowych byt niski (14,3%) w poréwnaniu z testami in Vitro.
Prawdopodobnie najwazniejsza tego przyczyna byt dlugi odstgp czasowy pomiedzy reakcja
a wykonaniem testow u wigkszosci badanych pacjentéw. Zgodnie z oczekiwaniem wartosci

swoisto$ci badanych testow in vitro i testow ptatkowych pozostawaty w wysokim zakresie 95,8%-

100%.

Whioski

U dorostych pacjentow z osutka plamisto-grudkowa indukowang lekami przeciwpadaczkowymi
testy in vitro oparte na detekcji granulizyny w komorkach NK, a szczegdlnie granzymu B
produkowanego przez lekowo-swoiste komorki efektorowe przewyzszaja rutynowe testy
diagnostyczne 1 umozliwiaja wykrycie swoistej odpowiedzi majacej niski poziom
i niewykrywalnej standardowymi technikami. W fazie remisji lekowo-swoiste komorki okazaty
si¢ by¢ tatwiej wykrywalne w krazeniu przy pomocy badanych testow in vitro, niz w skorze przy

pomocy testow ptatkowych.

Problematyka diagnostyki in vitro w opo6znionych polekowych reakcjach nadwrazliwosci byta
kontynuowana w pracy: ""Drug-specific in vitro secretion of IFNy in the diagnosis of drug-
induced exanthemas: electrochemiluminescence assay versus previously used diagnostic

methods."

Zatozenia

e W praktyce klinicznej potwierdzenie zwiazku przyczynowo-skutkowego pomigdzy
zastosowanym lekiem a objawami nadwrazliwosci jest powaznym wyzwaniem. Zarowno

falszywie ujemna, jak i1 falszywie dodatnia diagnoza przyczynowa niesie za soba
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negatywne konsekwencje, dlatego oczekuje si¢ zwykle, ze wywiad zostanie poparty
obiektywnymi badaniami. Istniejace metody diagnostyczne, szczegdlnie testy skorne maja

ograniczong wartos¢, co omowiono wczesniej.

Na polu badan in vitro ukierunkowanych na wykrycie lekowo-swoistej reakcji
obiecujacym celem badawczym jest IFNg, czesto wykorzystywany do monitorowania
antygenowo-swoistej odpowiedzi komorek T. IFNg jest uwazany za gldéwna cytoking
w patogenezie opo6znionych DHR, szczegodlnie osutek plamisto-grudkowych, gdyz
stwierdza si¢ jego zwigkszona ekspresj¢ w bioptatach ze skéry zmienionej chorobowo,

przede wszystkim w komoérkach T CD4+ [45].

Opracowano kilka metod pomiaru ekspresji IFNg. Opieraja si¢ one na réznych technikach,
np. ELISA, ELISpot albo cytometria przeptywowa (FACS) na poziomie
wewnatrzkomorkowym [37, 46, 47], ale brak przekonywujacych danych pozwalajacych
wskaza¢ metode z wyboru do diagnostyki op6znionych DHR [8].

Pytania badawcze

Ktoéra z metod opartych na detekcji IFNg na réznych etapach jego produkcji i uwalniania
powinna stuzy¢ jako metoda z wyboru do identyfikacji leku sprawczego u chorych

z opoznionymi polekowymi rekcjami nadwrazliwos$ci?

Czy ultraczuly test elektrochemiluminescencji (ECL) wykazuje w procesie
diagnostycznym istotng przewagg nad innymi testami, wykorzystujacymi pomiary IFNg
i nad standardowym testem LTT?

Metody

WiaczyliSmy do badania 16 pacjentow ze zdiagnozowana polekowa osutka plamisto-grudkowa

kategorii A wedlug Nyfelera- Pichlera [48] indukowana karbamazepina, lamotrygina lub

okskarbazepina. Grupa kontrolna sktadala si¢ z 16 dopasowanych pod wzgledem pftci i wieku

0s6b eksponowanych na analogiczny zestaw lekow bez zadnych objawow nadwrazliwosci.

PBMC byly izolowane z probek krwi badanych i poddane hodowli w obecnosci leku sprawczego,

kontroli pozytywnej i negatywnej (medium hodowlane). Nastepnie zmierzono wydzielanie IFNg
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metoda ELISpot, wewnatrzkomorkowa ekspresj¢ [FNg w komorkach T CD4+ przy pomocy
cytometrii przeptywowej oraz stezenia IFNg w nadsaczu hodowli metoda ELISA i ECL. Test

LTT i jego interpretacja zostaly przeprowadzone wedlug standardowego protokotu [41].

Wyniki zostaly wyrazone jako wartosci delta: réznica pomigdzy reakcja w obecnosci leku
a reakcja w warunkach niestymulowanych. Wynik odnotowywano jako dodatni, jak poprzednio,
gdy wartos¢ delta byta wigksza niz $rednia warto$¢ delta +2SD zmierzone w grupie kontrolnej.
Celem bezposredniego porownania FACS, ECL, ELISA i ELISpot pomigdzy soba, wyniki
uzyskane kazda z technik zostaly transformowane do bezwymiarowego wskaznika Z (stosunek
indywidualnego wyniku minus $redni wynik w grupie do odchylenia standardowego w grupie),

wedtug metody podanej przez Tassignon'a i wsp. [40].

Omowienie wynikow

W badaniu bezposrednio skonfrontowalismy metody detekcji INFg produkowanego pod
wptywem stymulacji lekiem wewnatrzkomorkowo (FACS), wydzielanego na poziomie
pojedynczych komorek (ELISpot), zawartego w nadsaczu hodowli (ELISA) oraz poréwnalismy te
metody z LTT i testem ECL, ktory nie byt dotychczas opisywany w takim kontekscie.

Wszystkie testy byly ujemne w grupie kontrolnej, co oznacza, ze nie odnotowano wynikow
falszywie dodatnich a swoistos¢ kazdego testu osiagneta 100%. W grupie pacjentdw najwyzszy
wskaznik dodatnich odpowiedzi na lek odnotowano dla testow ELISA i ECL (po 56,25%),
a w dalszej kolejnosci dla testow ELISpot i FACS po 37,5%. Przypuszczamy, ze podstawowa
przyczyna tej roéznicy jest fakt, ze pomiary ELISA i ECL odzwierciedlaja produkcj¢ IFNg
w calym czasie trwania hodowli, podczas gdy pomiary w ELISpot i FACS obejmuja jedynie
ograniczone i znacznie krotsze okresy. Taka interpretacj¢ potwierdzaja wyniki innych autorow,
uzyskiwane z uzyciem metod wykorzystujacych pomiar IFNg w nadsaczu hodowli komoérkowe;j
[46, 47, 49].

Test LTT jest uwazany za metodg diagnostyczna pomocna w réznych DHR, w naszym badaniu
miat czuto$¢ 37,5%, a zatem nie okazal si¢ skuteczniejszy niz alternatywne oceniane metody.
Technologia oparta na elektrochemiluminescencji daje mozliwo$¢ pomiaru bezwzglednych stezen
IFNg ponizej progu detekcji ELISA, jednak aby uzna¢ wynik testu za dodatni opieramy si¢ na
warto$ciach wzglednych - roznicy pomigdzy wytwarzaniem IFNg po stymulacji lekiem a jego

wydzielaniem w warunkach podstawowych. StwierdziliSmy, ze w sytuacji, gdy o wyniku stanowi
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roéznica miedzy stezeniami IFNg przy stymulacji i bez niej, a nie bezwzgledna wartos¢ stezenia,

test ECL nie wykazuje przewagi nad testem ELISA.

Wyniki w grupie pacjentow przedstawione za pomoca wskaznika Z na wspolnym wykresie
pozwalaja na porownanie ocenianych testow. U poszczegolnych pacjentow najwigkszy wzgledny
wzrost wydzielania IFNg po stymulacji lekiem byt osiagany przez rézne sposrdéd ocenianych
testow, co oznacza, ze badani moga niekiedy potrzebowaé do wykrycia lekowo-swoistej
odpowiedzi indywidualnie dobranego testu. Kazdy z pacjentow uzyskal dodatni wynik
przynajmniej w jednym z czterech ocenianych testow, zatem czulo$¢ kombinacji wszystkich
testow zastosowanych lacznie osiaga 100%, ale taka strategia diagnostyczna jest raczej
odpowiednia przy wybranych, zagrazajacych zyciu DHR, jak wspomniano wcze$niej. Natomiast
obecne badanie ukierunkowane bylo na wskazanie metody pierwszego wyboru do codziennej

praktyki w diagnostyce pospolitych manifestacji DHR, czyli osutek plamisto-grudkowych.

Whnioski

Po raz pierwszy u pacjentow z nadwrazliwo$cia na leki przeprowadziliSmy rownolegle
porownanie czterech réznych metod in vitro wykorzystujacych oznaczanie IFNg: technologii
elektrochemiluminescencji (ECL), ktora nie byla dotychczas opisywana w diagnostyce
op6znionych DHR; metod ELISpot, ELISA i cytometrii przeptywowej (do detekcji IFNg
w komorkach T CD4+). WykazaliSmy, ze metoda ELISA jest rownie skuteczna pod wzglgdem
czulosci 1 swoistosci jak metoda ECL, a przy tym fatwo dostgpna i stosunkowo tania, co czyni ja
wartosciowa metoda skriningowa do wykrywania wydzielania IFNg pod wptywem stymulacji

lekiem.

W ostatniej publikacji **The role of IL-7 and IL-15 in the ELISpot detection of drug-specific
response’ mieliSmy na celu zbadanie jak ekspozycja jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej
na IL-7 1 IL-15 wplywa na lekowo-swoista odpowiedz, przy zmodyfikowanym ukladzie
eksperymentalnym w poroéwnaniu z wczesniej opisanym w pracy na temat identyfikacji lekow

sprawczych w zespole Stevensa-Johnsona.

Zalozenia

e Reakcje nadwrazliwosci na leki sa waznym problemem systemu opieki zdrowotnej, jak

opisano wyzej. Ich diagnostyka jest powaznym wyzwaniem, poniewaz - w odroznieniu
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od wigkszosci pospolitych alergii - pacjenci sa eksponowani na leki sprawcze tylko przez
bardzo ograniczony czas. Dlatego zidentyfikowanie tych lekow przy pomocy dostgpnych
testow jest trudne i celowe byloby zwigkszenie czulo$ci istniejacych metod

diagnostycznych.

e Testy in vitro maja na celu wykrycie we krwi uczulonych pacjentow komorek reagujacych
na stymulacj¢ danym lekiem. Wczesniejsze badania wskazaty, ze nawet u pacjentow
z przekonujacym wywiadem, testy in Vitro czgsto nie przynosza dodatnich wynikow,

prawdopodobnie z powodu niewielkiej ilosci lekowo-swoistych komorek [21, 22, 35, 50].

e [IL-15 i IL-7 sa istotnymi cytokinami w rozwoju i aktywacji komorek T. IL-7, wazna
cytokina o dzialaniu antyapoptotycznym, wzmaga zywotnos¢ limfocytéw i ich funkcje
efektorowe [51]. IL-15 odpowiada za przezycie i proliferacj¢ komorek T CD4+ i CD8+
oraz komorek NK [27]. Wstepne obserwacje sugeruja, ze inkubacja PBMC z IL-7 i IL-15
moze by¢ pomocna w identyfikacji lekow sprawczych w opo6znionych polekowych

reakcjach nadwrazliwosci [26], ale dostgpne dane nie sa rozstrzygajace.

Pytania badawcze

Czy u pacjentow z indukowana lekami osutka plamisto-grudkowa dodanie IL-7 i IL-15 do
hodowli komodrkowej zwigkszy produkcje IFNg przez PBMC pod wyptywem stymulacji lekiem,
bez zwigkszenia wydzielania tej cytokiny w warunkach podstawowych, a co za tym idzie, czy
taka modyfikacja warunkéw hodowli zwigkszy mozliwos¢ identyfikacji lekowo-swoistych
PBMC?

Metody

Badano jedenastu chorych =z osutka plamisto-grudkowa. Leki sprawcze (lamotrygina,
karbamazepina, okskarbazepina) zostaly okreslone na podstawie charakterystycznego wywiadu:
typowy odstgp czasowy pomiedzy przyjeciem leku a wystapieniem objawdw oraz typowa
manifestacja kliniczna. Jedenascie osob, ktore stosowaly testowane leki i dobrze je tolerowaly

postuzyto jako grupa kontrolna.

PBMC byly poddane hodowli w obecnosci lekow sprawczych, dodatniej i ujemnej kontroli oraz

z dodatkiem i bez dodatku IL-7 i IL-15 w stezeniu po 25 ng/ml. Jako systemem odczytu do
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pomiaru odpowiedzi komorkowej postuzono si¢ oznaczaniem IFNg metoda ELISpot (IFNg-

ELISpot).

Punkty odcigcia dla dodatniej odpowiedzi zdefiniowano, jak poprzednio, jako s$rednia delta
(liczba plamek/spotow na dotek w obecnosci leku minus liczba plamek/spotow na dotek
w kontroli ujemnej) +2SD obliczone na podstawie danych z grupy kontrolnej, osobno dla

eksperymentow bez i z uzyciem IL7 i IL-15.

Omowienie wynikow

Przy niemodyfikowanych warunkach eksperymentéw, obserwowali§my znamienny wzrost
wydzielania IFNg przez PBMC pod wplywem stymulacji lekiem w grupie pacjentéw, ale nie
w grupie kontrolnej. Uzyskane wyniki pozwolity przy pomocy testu IFNg-ELISpot identyfikowaé
uczulonych pacjentow z czuloscia 54,5%. U zadnego badanego z grupy kontrolnej nie
stwierdzono dodatniego wyniku (swoisto$¢ 100%). Zaréwno w grupie chorych, jak i kontrolnej
wydzielanie IFNg w warunkach podstawowych (kontrola ujemna - medium hodowlane) byto na

niskim poziomie.

Nastepnie wykonano testy z dodatkiem IL-7 i IL-15. Zaobserwowano wyrazny wzrost
wydzielania [FNg w kontroli dodatniej i ujemnej oraz przy stymulacji lekiem, zarowno w grupie
pacjentow, jak i w grupie kontrolnej, co oznacza, ze efekt wzmocnionej aktywacji komorek nie
byl swoisty dla stymulacji lekiem lub peptydem kontrolnym, ale reprezentowal zjawisko
antygenowo nieswoiste. Punkt odcigcia dla dodatniej odpowiedzi w testach wykorzystujacych
IL-7 i IL-15 byl znacznie wyzszy, co istotnie obnizyto czuto$¢ metody (18%). Co wigcej pacjenci
zidentyfikowani jako dodatni przez zmodyfikowany test, byli juz uprzednio dodatni w tescie bez
modyfikacji, zatem dodanie cytokin nie pozwolito na wykrycie nowych prawdziwie dodatnich
przypadkdéw uczulenia na lek w grupie pacjentow. Z kolei w grupie kontrolnej u jednej osoby

stwierdzono dodatni wynik, co skutkowato spadkiem swoistosci metody po modyfikacji do 91%.

W naszych wczesniejszych eksperymentach [49] IL-7 i IL-15 w stezeniu 1 ng/ml okazaty si¢
niewystarczajace do uzyskania stabilnego efektu wzmocnienia lekowo-swoistej odpowiedzi.
W obecnym badaniu zastosowaliSmy st¢zenie 25 ng/ml, na podstawie miareczkowania tych
cytokin w podobnych eksperymentach raportowanego przez Jennesa i wsp. [52]. W niektérych
przypadkach, zgodnie z oczekiwaniem, kombinacja cytokin przyniosta dodatkowe swoiste

wzmocnienie odpowiedzi, ale przewazajacy sposob reakcji obserwowany w badaniu polegat na
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wzroscie wydzielania IFNg w obecnosci IL-7 i IL-15 zaréwno w warunkach stymulacji, jak
i niestymulowanych, czego skutkiem byt spadek czutosci i swoistosci zmodyfikowanego testu.
Przyszte kierunki badan w tym zakresie moglyby obja¢ ocen¢ innych modyfikacji warunkow
hodowli PBMC z uwzglednieniem innych rodzajow i stezen cytokin [53].

Whnioski

Uzyskane wyniki nie pozwalaja na podtrzymanie hipotezy roboczej, ze dodanie IL-7 i IL-15 do
hodowli PBMC nasili u pacjentow z polekowa osutka plamisto-grudkowa odpowiedz na lek
sprawczy mierzona metoda [FNg-ELISpot. Zmiany w wydzielaniu IFNg pod wplywem bodzca
swoistego pozostaty niewykrywalne z powodu zwigkszonego podstawowego wydzielania IFNg.
Zatem zastosowanie ocenianych cytokin nie miato korzystnego wptywu na czulo$¢ i swoistosc

testu IFNg-ELISpot w badanych warunkach.

GLOWNE OSIAGNIECIA BADAWCZE OPISANYCH WYZEJ PRAC

1) Nasze wyniki dowiodly, ze faczenie réznych testow komorkowych opartych na
mechanizmach cytotoksycznych pomaga przetamac¢ lub obej$¢ zmniejszona reaktywnos$¢
PBMC u chorych z SJIS/TEN. Ekspresja granulizyny w komoérkach T CD4+, granzymu B
mierzonego metoda ELISpot i st¢zenie IFNg w nadsaczu hodowli PBMC analizowane
tacznie zapewniaja 80% czutos¢ 1 95% swoisto§¢ wobec 27% swoistosci w standardowym
tescie LTT. W przyszto$ci proponowany zestaw testow laboratoryjnych moze postuzy¢
jako czute narzedzie diagnostyczne do identyfikacji lekow sprawczych u indywidualnego
pacjenta, ale rowniez do wykrywania reakcji wywotywanych przez nowo wprowadzane
leki, co ma szczegdlne znaczenie dla firm farmaceutycznych wdrazajacych leki

innowacyjne 1 instytucji nadzorujacych bezpieczenstwo farmakoterapii.

2) W dobrze zdefiniowanej grupie pacjentow - dorosli z osutka plamisto-grudkowa
indukowana lekami przeciwpadaczkowymi, wykazalismy, ze pod wptywem stymulacji
lekiem sprawczym komorki efektorowe z krwi obwodowej produkuja granzym B,
granulizyng, a w mniejszym stopniu perforyng. Testy Grl-NK, a szczeg6lnie GrB-ELISpot
oferuja powazne korzysci w porownaniu ze standardowym LTT (nie tylko krétszy czas
trwania 1 brak potrzeby uzycia radioizotopow, ale przede wszystkim wyzsza czuto$¢ przy
utrzymanej wysokiej swoistosci), co przemawia za ich wprowadzeniem do praktyki

diagnostyczne;j.
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Potwierdzilismy, ze Grl-NK i GrB-ELISpot maja znacznie wyzsze wskazniki dodatnich
wynikow niz testy ptatkowe z lekiem, co dotyczy rowniez pacjentow w diugotrwatej
remisji po objawach nadwrazliwosci. Stanowia one zatem obiecujaca alternatywe wobec

najczesciej stosowanych obecnie testow platkowych.

W koncu, chociaz odsetek dodatnich wynikow w testach in vitro silnie maleje w czasie,
opisane tu Grl-NK i GrB-ELISpot pozwalaty na wykrycie lekowo-swoistch komorek T po
wielu miesigcach od pierwotnej reakcji, w warunkach, w ktorych swoista odpowiedz na

niskim poziomie byta niewykrywalna standardowymi technikami.

3) W przeprowadzonym badaniu, po raz pierwszy bezposrednio porownujacym ultraczuty

4)

Skroty

test oparty na wprowadzanej coraz szerzej technologii elektrochemiluminescencji oraz
3 kolejne testy wykrywajace IFNg na roznych etapach jego produkcji i uwalniania:
w komorkach T CD4+ (cytometria przeptywowa), wydzielanie na poziomie pojedynczych
komorek (ELISpot) i stezenie w nadsaczu hodowli (ELISA); wykazalismy, ze metoda
ELISA jest rownie czula i swoista, co metoda ECL w identyfikacji leku sprawczego
u pacjentow z polekowa osutka plamisto-grudkowa. Biorac pod uwage jej dobra
dostgpnos¢ 1 niskie koszty, moze poshuzy¢ w przyszlosci jako wartoSciowy test
skriningowy do diagnostyki opisywanych pacjentow w oparciu o wykrywanie IFNg

wydzielanego pod wplywem stymulacji lekiem.

Wykazali$my, ze dodanie IL-7 i IL-15 w ustalonych stezeniach nie zwigksza selektywnie
wydzielania IFNg przez stymulowane lekiem sprawczym jednojadrzaste komorki krwi
obwodowej pacjentow z polekowa osutka plamisto-grudkowa z powodu wysokiego
nieswoistego sygnatu tta - zwigkszonego podstawowego wydzielania IFNg. W zwiazku
z tym oceniana modyfikacja ukladu eksperymentalnego nie poprawita detekcji swoistej
odpowiedzi w zastosowanym systemie odczytu (IFNg-ELISpot) i nie wykazata przewagi

nad rutynowymi warunkami eksperymentalnymi.

AUC, pole powierzchni pod kazda krzywa ROC (area under curve); DHR, polekowe reakcje

nadwrazliwos$ci (drug hypersensitivity reactions); ECL, test elektrochemiluminescencji; ELISpot,
test: enzyme-linked immunospot assay; FACS, cytometria przeptywowa (fluorescence-activated

cell sorting); GrB, granzym B; Grl, granulizyna; IFNg, interferon gamma; LPP, leki

przeciwpadaczkowe; LTT, test transformacji limfocytéw (lymphocyte transformation test); MPE,

osutki plamisto-grudkowe (maculopapular exanthema); PBMC, jednojadrzaste komorki krwi
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obwodowej (peripheral blood mononuclear cells); Per, perforyna; SIS, zespot Stevensa-Johnsona
(Stevens-Johnson syndrom); TEN, toksyczna epidermoliza naskorka
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5. Omoéwienie pozostalych osiagni¢é naukowo - badawczych (artystycznych).

Moja aktywno$¢ naukowa koncentruje si¢ na dwoch podstawowych obszarach badawczych:

nadwrazliwo$ci na leki i wrodzonym obrze¢ku naczynioruchowym.

PRACE NAUKOWO-BADAWCZE NAD NADWRAZLIWOSCIA NA LEKI NIEZWIAZANE
Z OPISANYM WYZEJ CYKLEM PUBLIKACIJI:

e Genotyp wolnej acetylacji jako czynnik indywidualnej nadwrazliwosci skornej na

niesteroidowe leki przeciwzapalne

Oznaczono polimorfizm N-acetylacji w grupie chorych z pokrzywka i obrzgkiem indukowanym
niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi, w tym aspiryna i poréwnano z grupa kontrolna.
Allele *4, *5, *6 i *7 N-acetylotransferazy 2 (NAT2) okre$lano metoda tancuchowej reakcji
polimerazowej (PCR). Do oceny danych genetycznych wykorzystano procedurg
CASECONTROL zaimplementowana w programie statystycznym SAS/GENETICS. W grupie
chorych stwierdzono statystycznie znamienna dominacj¢ "wolnych" acetylatoréw w pordwnaniu

z grupa kontrolna. Trend ten byl jeszcze wyrazniejszy, gdy analizowano chorych z silna
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nadwrazliwo$cia na aspiryna potwierdzona doustnymi testami prowokacyjnymi. Wykazano
dodatnia korelacj¢ pomigdzy wystgpowaniem wolnego genotypu acetylacji (polimorfizm genu

NAT?2) ze skorna postacia nadwrazliwosci na kwas acetylosalicylowy.

e Modelowanie struktur przestrzennych metabolitow aspiryny oraz komputerowa symulacja

kompleksow metabolitow aspiryny z albumina

Dokonano oceny mozliwego wptywu zwiazania ligandow bgdacych metabolitami aspiryny (kwas
salicylowy, salicyluran, kwas gentyzynowy, kwas O-metylo-salicylowy) na zmiang wlasciwosci
konformacyjnych albuminy. Przeprowadzono analiz¢ konformacyjna uktadéow albumina —
wybrane ligandy. Przy pomocy dokowania molekularnego sprawdzano jakie konformacje uktadu
ligand-receptor sa optymalne pod wzgledem energetycznym dla stabilnosci kompleksow.
Struktur¢ albuminy pozyskano z bazy struktur biatkowych PDB. Zaobserwowane nieznaczne
zwigkszenie mobilnosci domen albuminy (odlegltosci 1 katy miedzy wybranymi domenami) bez
1 ze zwiazanymi ligandami nie uzasadnia hipotezy, ze metabolity kwasu acetylosalicylowego po

zwiazaniu z albumina moga wywolywaé IgE-zalezna reakcje alergiczna.’

e Zastosowanie testu aktywacji bazofilow w diagnostyce nadwrazliwosci na niesteroidowe

leki przeciwzapalne (NLPZ)

Wstegpne prace postuzyly identyfikacji chorych spetniajacych restrykcyjne kryteria wiaczenia
(pokrzywka i/lub obrzek naczynioruchowy wstepujacy do godziny od przyjecia jednego
z czterech NLPZ: kwas acetylosalicylowy, ibuprom, diklofenak i metamizol, weryfikowane
testem doustnej prowokacji 1 wykluczenie chorych z astma aspirynowa lub przewlekta pokrzywka
zaostrzang przez NLPZ) oraz opracowaniu technicznych aspektéw testow, w tym doborowi stezen

poszczegblnych lekow.>*

W wyselekcjonowanej na podstawie wczesniejszych badan jednorodnej klinicznie grupie chorych
ze stwierdzona nadwrazliwoscia na NLPZ 1 w grupie kontrolnej wykonano testy aktywacji
bazofilow (zestawy FIow2CAST, Buhlmann) z kwasem acetylosalicylowym, ibuprofenem,
diklofenakiem i metamizolem. Stwierdzono, ze test aktywacji bazofilow skutecznie roznicowat

pacjentow z nadwrazliwo$cia na NLPZ bez przewleklej podstawowej choroby zapalnej (astmy

! Porebski G, Obtutowicz K i wsp. Bio-Algorithms Med-Syst. 2008 (wykaz publikacji 11.B.17)
Z Jurkowski W, Porebski G i wsp. Curr. Drug Metab. 2009 (wykaz publikacji 11.A.4)

® Porebski G, Piotrowicz-Wdjcik K i wsp. Alergol. Immunol. 2010 (wykaz publikacji 11.B.12)
* Piotrowicz-Wojcik K, Porebski G i wsp. Alergol. Immunol. 2010 (wykaz publikacji 11.B.13)

24



oskrzelowej, przewlektej pokrzywki) od oséb zdrowych. Wykazat dos¢ dobra zdolnos¢
identyfikacji przypadkow prawdziwie dodatnich (czulo$¢) oraz wysoka swoistos¢. Oznacza to, ze
wprawdzie ujemny wynik testu aktywacji bazofilow nie wyklucza z cala pewnos$cia istnienia
nadwrazliwo$ci na NLPZ, ale wynik dodatni daje podstawe do rozwazenia odstapienia od
prowokacji in vivo. Przy czym ekstrapolacja tych stwierdzen na cala populacj¢ chorych
z nadwrazliwoscia na NLPZ nie jest uprawniona, a dodatni test aktywacji bazofilow nie jest
dowodem IgE-zaleznego mechanizmu reakcji (ré6zne mozliwe mechanizmy aktywacji bazofilow).
U czesci chorych obserwowano reakcje krzyzowe pomigdzy réznymi testowanymi NLPZ, ale

uzyskane wyniki nie pozwalaja na sformutowanie wiazacych twierdzen w tym zakresie.

e System ekspercki wspomagajacy rozpoznawanie i leczenie skornej nadwrazliwosci na

aspiryng

Na podstawie utworzonej na wstgpie komputerowej medycznej bazy wiedzy
(usystematyzowanych rekordow danych klinicznych i laboratoryjnych poszczegolnych
pacjentow) zbudowano $ciezki wspomagania decyzji diagnostyczno-terapeutycznych, ktore maja
stuzy¢ optymalizacji postgpowania uwzgledniajacej indywidualng sytuacj¢ poszczegdlnych
chorych z obrzekiem i/lub pokrzywka. System komputerowy na podstawie wprowadzanych
danych (wywiadu, badania fizykalnego oraz wynikow dodatkowych badan laboratoryjnych
i pracownianych) przedstawia sugestie dotyczace postgpowania, jednak ostateczne decyzje naleza
do lekarza prowadzacego pacjenta. System zostal wyposazony w elementy edukacyjne, ktore
moga zosta¢ wykorzystane jako materiaty informacyjne dla pacjenta oraz modut do rejestracji
kolejnych przypadkow skornej nadwrazliwoscei na aspiryng wprowadzanych do bazy wiedzy po

weryfikacji przez eksperta.®

e (Czgstos¢ raportowania alergii na leki u dzieci

W poréwnaniu z danymi epidemiologicznymi pochodzacymi z populacji oséb dorostych dane
0 czestosci wystgpowania alergii na leki w populacjach pediatrycznych sa bardzo skape.
Jednoczes$nie pacjenci pediatryczni rdznig si¢ od dorostych pod wzgledem metabolizmu lekow,

jak i profilu stosowanej farmakoterapii, powinni by¢ zatem rozpatrywani jako odr¢bna grupa.

® Porebski G, Piotrowicz-Wdjcik K i wsp. Alergol. Immunol. 2010 (wykaz publikacji 11.B.15)
® Porebski G, Walecki P i wsp. Bio-Algorithms Med-Syst. 2006 (wykaz publikacji 11.B.21)
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W przekrojowym badaniu kwestionariuszowym populacji ogolnej dzieci szescio- i siedmioletnich
oceniono czgsto$¢ alergii na leki raportowanej przez rodzicow na podstawie 4080 zebranych
ankiet. Wyniosta ona 3,38% (najczesciej wymienianymi lekami byly antybiotyki 1 NLPZ).
Chociaz wyniki opieraja si¢ jedynie na opinii rodzicow, to wskazuja skalg¢ zapotrzebowania na
diagnostyke wykluczajaca lub potwierdzajaca alergie na leki.’

Projekt kolejnego badania oparto na ocenie spontanicznych raportow przystanych przez lekarzy
do regionalnego Osrodka Monitorowania Dziatan Niepozadanych Lekéw, obejmujacego
zasiggiem dziatania obszar zamieszkany przez okolo 4 mln osob. Analiza objgto raporty
dotyczace polekowe reakcje nadwrazliwosci u pacjentdéw ponizej 18 rz. zgloszone w ciagu
czterech lat (2008-2011). Srednia wieku badanych wyniosta 6,6 lat, najczestszymi manifestacjami
klinicznymi byly objawy skoérne (pokrzywka i osutka plamisto-grudkowa), a najczgsciej

zghaszanymi lekami - jak poprzednio - antybiotyki i NLPZ.2

PRACE NAUKOWO-BADAWCZE NAD WRODZONYM OBRZEKIEM
NACZYNIORUCHOWY M:

e Badania jakosci zycia zwiazanej ze zdrowiem u chorych z wrodzonym obrzgkiem

naczynioruchowym

Wrodzony obrzgk naczynioruchowy (hereditary angioedema, HAE) to schorzenie rzadkie, lecz
potencjalnie zagrazajace zyciu, manifestujace si¢ napadami zlokalizowanych obrzekéw m.in.
twarzy, gardfa, krtani, konczyn, §ciany przewodu pokarmowego. Dane o wptywie schorzenia na
jako$¢ zycia pacjentdw sa bardzo ograniczone, chociaz wiedza ta, w przypadku chorob rzadkich,
ma kluczowe znaczenie w identyfikacji celow edukacyjnych dla personelu medycznego

1 w strategii postgpowania z chorymi.

Na podstawie badania reprezentatywnej proby z populacji chorych zidentyfikowano ich kluczowe
problemy zdrowotne, a nastgpnie poddano walidacji utworzone na tej podstawie pytania
ankietowe i sformutowano swoisty kwestionariusz jakosci zycia dla chorych z wrodzonym
obrzgkiem naczynioruchowym (HAE-QoL) uwzgledniajacy specyfikg schorzenia, zaréwno
bezposrednio w aspekcie klinicznym, jak i spotecznym i psychologicznym. Uzyskane wyniki

wskazuja, ze Wptyw wrodzonego obrzgku naczynioruchowego na zycie chorych nie ogranicza si¢

" Porebski G, Czarnobilska E. Przegl Lek 2015 (wykaz publikacji 11.B.2)
® Porebski G, Woron J i wsp. Alergol. Immunol. 2012 (wykaz publikacji 11.B.8)
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jedynie do dolegliwosci zwiazanych z epizodycznymi nawrotami objawdw (uniemozliwienie
wykonywania codziennych zajec), ale ma charakter globalny i wielokierunkowy (np. ograniczenia
zdolnosci do nawiazywania relacji spotecznych, wplyw na decyzje o posiadaniu dzieci). Wyniki
HAE-QoL wykazuja znamienne rdéznice pomigdzy grupami pacjentow zaleznie od cigzkosSci

przebiegu schorzenia, wdrozonej profilaktyki przewlektej i opieki psychologicznej.’

e Rekombinowany Cl-inhibitor jest skuteczny w leczeniu ostrych napadéw wrodzonego

obrz¢ku naczynioruchowego

Przyczyna HAE jest niedobor lub uposledzona funkcja inhibitora sktadowej C1 ukfadu
dopetniacza. W 2004 roku zastosowano po raz pierwszy w Polsce terapi¢ substytucyjna
rekombinowanym C1-inhibitorem (rhC1-INH) do leczenia cigzkich napadow HAE. Lek wykazat
skuteczno$é i byt dobrze tolerowany.’® Dalsze badania w wigkszych grupach chorych
potwierdzily wysoka skuteczno$é* i dobry profil bezpieczenstwa rhC1-INH, takze przy kolejnych

nawracajacych napadach obrzekow. '

e Opisy szczegblnych sytuacji klinicznych

Unikalne doniesienia opisujace: (i) bezpieczne zastosowanie rhC1-INH do leczenia napadow
obrzeku u kobiet w ciazy z powodu niedostgpnosci standardowego leczenia®®; (ii) przemijajace
objawy neurologiczne towarzyszace napadom obrzgku u chorych z HAEY; (iii) zespot
przeciekania wtosniczkowego w przebiegu chemioterapii leczony z powodzeniem substytucja C1 -
INH®; (iv) niska predykcje ujemna oznaczania poziomu skladowej C4 ukladu dopeiacza

w diagnostyce wrodzonego obrzgku naczynioruchowego.'®

°Prior N, Remor E i wsp. J Allergy Clin Immunol Pract. 2016 (wykaz publikacji 11.B.1)

¥ Porebski G, Bilo B i wsp. Prz. Lek. 2005 (wykaz publikacji 11.B.28)

" Choi G, Soeters M i wsp. Transfusion 2007 (wykaz publikacji 11.A.5)

2Li H, Moldovan D i wsp. J Allergy Clin Immunol Pract. 2015 (wykaz publikacji 11.B.3)
13 Stobiecki M, Porebski G i wsp. Journal of Angioedema (wykaz publikacji 111.A.2)

“ Porebski G, Pera J i wsp. Journal of Angioedema (wykaz publikacji 111.A.3)

> Piatkowska-Jakubas B, Skotnicki AB i wsp. 4th C1 Inhibitor Deficiency Workshop 2005
(wykaz publikacji 111.A.37)

® Porebski G, Bilo B i wsp. Cent.-Eur. J. Immunol. 2008 (wykaz publikacji 111.B.6)
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INNE PRACE NAUKOWO-BADAWCZE:

e Zmiany wskaznikéw czynnosSciowych drog oddechowych w tescie nadreaktywnos$ci
oskrzeli z metacholing

U chorych z astma skrzelowa przy pomocy modelu regresji logistycznej wyznaczono
najwazniejsze czynniki predykcyjne wystapienia nadreaktywno$ci oskrzeli: wskaznik
spirometryczny "PEF minus MEF50" (przy prawidlowych wartosciach nat¢zonej pojemnosci
zyciowej wydechowej), czas trwania dolegliwosci astmatycznych oraz liczba alergendéw, dla
ktorych wystepuja w surowicy swoiste IgE w klasie II i wyzszych.
Ustalono, ze za optymalny prég zmiany oporu drég oddechowych (mierzonego metoda
przerywanego przeptywu) swiadczacy z wysoka czutoscia i swoistoscia o dodatnim wyniku testu
metacholinowego nalezy przyja¢ wartos$¢ 30%.
Stwierdzono, ze podczas wziewnego testu prowokacyjnego z metacholing znamienne spadki
maksymalnych przepltywéw srodkowo-wydechowych nie poprzedzaja znamiennego spadku
warto$ci FEV1, a zatem nie sa dla niej wartosciowa alternatywa w monitorowaniu droznosci

oskrzeli w trakcie prowokacji.*’

e Ekspozycja na spaliny samochodowe a czgsto$¢ objawow alergicznych ze strony uktadu
oddechowego.

Na podstawie badan kwestionariuszowych wykonanych na populacji siedmio- i szesnastolatkow

liczacej tacznie 8290 badanych, wykazano, ze w obu grupach wiekowych dzieci mieszkajace

w blizszej odleglosci od drogi o duzym nat¢zeniu ruchu maja znacznie zwigkszona czgstos$¢

wystepowania objawow astmy oskrzelowej i alergicznego niezytu nosa.'®

e Test aktywacji bazofilow w diagnostyce alergii wziewnej
Poroéwnano test aktywacji bazofilow z testem prowokacji donosowej i rutynowymi metodami
diagnostycznymi. Opisano wykorzystanie testu aktywacji bazofilow w kwalifikacji do
alergenowo-swoistej immunoterapii w watpliwych diagnostycznie przypadkach klinicznych.
Wykazano, ze indeks stymulacji bazofilow nie zmniejsza si¢ znamiennie przez 24 godziny od

pobrania krwi wykorzystywanej do badania, co ma istotne znaczenie praktyczne.'® %

" Porebski G. Alergol. Immunol. 2004 (wykaz publikacji 11.C.64)

8 Porebski G, Wozniak M i wsp. Ann. Agric. Environ. Med. 2014 (wykaz publikacji 11.A.1)
¥ Lesniak M, Wojciech Dyga W i wsp. Przegl Lek 2015 (wykaz publikacji 11.B.4)

0 Czarnobilska E, Aleksandra Gregorius A i wsp. Przegl Lek 2012 (wykaz publikacji 11.B.10)
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PODSUMOWANIE

Poza oméwionym powyzej cyklem 5 publikacji, opublikowalem 27 prac oryginalnych
pelotekstowych (w tym 9 jako pierwszy autor), 27 prac pogladowych (13 jako pierwszy
autor). Jestem wspoOtautorem 3 rozdziatow w monografiach, 3 listow do redakcji oraz 54
streszczen ze zjazdéw migdzynarodowych (24 pierwszy autor) i 36 ze zjazdow krajowych (13
pierwszy autor). Sumaryczny Impact Factor publikacji (z dn. 1.02.2016) wynosi 30,061 (w
tym IF=11,477 stanowia publikacje przedkladane jako osiagniecie naukowe), prace byly
cytowane 140 razy (Web of Science Core Collection z dnia 29.01.2016), wspotczynnik
Hirsha: 4.

Wigkszo$¢ mojego dorobku naukowego dotyczy problematyki nadwrazliwosci na leki
1 wrodzonego obrz¢ku naczynioruchowego. Uzyskanie grantu MNiSW umozliwito mi
odbycie 12-miesigcznego stazu podoktorskiego w wiodacym w dziedzinie alergii na leki
osrodku w Bernie w zespole prof. Pichlera?’. Zapoznatem si¢ w jego trakcie z laboratoryjnymi
narzgdziami badawczymi (przebieg stazu - zal. 9), co w polaczeniu z praktyka lekarska
zapewnito mi duza samodzielno§¢ w realizacji swoich badan naukowych, poczawszy od
konstruowania projektow opartych o realna ocen¢ mozliwosci wykonawczych, poprzez
rekrutacje pacjentow, az do wykonania eksperymentow in vitro. Wyniki swoich prac
prezentowalem podczas referatow konferencyjnych w kraju22 1za granicaf"’. Moja aktywnos¢
w dziedzinie alergii na leki zostata rowniez doceniona poprzez zaproszenia do prowadzenia

sesji tematycznych® i wygloszenia wykladow? na konferencjach migdzynarodowych.

Moje pierwsze wystapienia dotyczace wrodzonego obrzeku naczynioruchowego miaty
miejsce na konferencji "Cl-Inhibitor Deficiency Workshop", ktora jest najwickszym

spotkaniem poswigconym obrzekom bradykinino-zaleznym, gromadzacym w Budapeszcie co

2! program "Wsparcie migdzynarodowej mobilnoéci naukowcow" (11 edycja), 2010

22 Skin Allergy Meeting EAACI, Krakow 2014; (zal. 6. pkt. A.19, 20)

2 ENDA Meeting, Madryt 2015; Joint Annual Meeting of the Swiss Society for Allergology
and Immunology and the Swiss Respiratory Society, Berno 2013; 4. EuroBAT Meeting,
Monachium 2010 (zat. 6. pkt. A.18, 21, 23)

24»Drug allergy and the skin" K. Brockow, G. Porebski, Skin Allergy Meeting EAACI,
Krakow, 2014

2% »Skin tests are useful in the diagnosis of drug allergy™ pro-con session: Pro: G. Porebski,
Con: C. Bindslev-Jensen; "The most severe drug hypersensitivity reactions in research and
practice"”; "Delayed drug hypersensitivity reactions: Distinct clinical features require distinct
in vitro approaches" (zal. 6. pkt. A. 2-4)
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dwa lata badaczy z catego $wiata. Wyglositem wowczas referaty prezentujace obserwacje
i wyniki badan oryginalnych zespotu macierzystej jednostki®®. Pézniej wielokrotnie
uczestniczylem aktywnie w tych konferencjach, réwniez jako prowadzacy sesje plenarne®’

28 W 2005 roku we wspomnianej wyzej pracy opisatem, zastosowana po

oraz wyktadowca.
raz pierwszy w Polsce, terapi¢ innowacyjna napadow obrzeku rekombinowanym
C-inhibitorem. Moje ostatnie aktywnosci poswigcone wrodzonemu obrzgkowi
naczynioruchowemu zwiazane byly z realizacja wieloletniego mi¢dzynarodowego projektu
dotyczacego jakosci zycia chorychzg, w ktorym odpowiadatem za polska cz¢$¢ badan. Swoje
dos$wiadczenia zwiazane z wrodzonym obrzekiem naczynioruchowym prezentowatem

wielokrotnie w kraju i za granica podczas wyktadow i referatow.*

W ramach zaje¢ dydaktycznych na macierzystej uczelni prowadzg zajecia dla studentow
kierunku lekarskiego, lekarsko-dentystycznego, dietetyki, elektroradiologii na Wydziale
Lekarskim 1 Wydziale Nauk o Zdrowiu. Ponadto prowadzg ¢wiczenia, seminaria i wyktady
dla studentow School of Medicine in English UJ. Opracowalem sylabusy modutoéw
ksztalcenia 1 koordynuj¢ zajgcia z pigciu prowadzonych w jednostce macierzystej kurséw
przedmiotowych.®* Studenci prowadzonego przeze mnie Studenckiego Kota Naukowego
zdobywali nagrody i wyr6znienia na mig¢dzynarodowych konferencjach studenckich®. W
latach 2006-2009 w Krakowskiej Wyzszej Szkole Promocji Zdrowia prowadzitem wyktady
autorskie z alergologii oraz bylem promotorem siedemnastu i recenzentem trzynastu
licencjackich prac dyplomowych. W ramach ksztalcenia podyplomowego prowadzg szkolenia
doskonalace dla lekarzy w formie warsztatow 1 wykladow na konferencjach naukowo-

szkoleniowych 1 zebraniach towarzystw naukowych, a takze wyktady na kursach

% “The C4 serum level in Polish patients with hereditary angioedema”, “Diagnostic and
therapeutic problems in management of patients with HAE registered in Krakow/Poland”,
Budapeszt 2005 (zal. 6. pkt. A. 29, 30)

27 "Management fine-tuned" J. Bernstein, G. Porebski, 2013; "Pregnancy, Quality of Life,
Clinical Aspects” N. Prior, G. Porebski, U. Huffer, Budapeszt 2009 (zat. 6. pkt. B.2, 4)

8 "Recombinant C1-inhibitor in real life”, Budapeszt 2015

#"Development and Cross-cultural Validation of an International Specific Questionnaire
(IHAE-QoL) for Assessment of Health Related Quality of Life in adult patients with
Hereditary Angioedema due to C1 Inhibitor Deficiency” (zat. 6. pkt. D.5)

¥ 'Warszawa 2015, £.6dz 2014, Bydgoszcz 2013, Wilno 2013, Kopenhaga 2012, Krakow
2009, Budapeszt 2009 i inne (zal. 6. A.5, 6-10, 13, 22, 24)

$t"Dental Allergology", "Environmental Allergology", "Occupational Medicine", "Wybrane
zagadnienia z alergologii*, "Alergologia w stomatologii” (zat. 6, K.4)

% International Student’s Conference of Medical Sciences, Krakow 2005, 2007, 2016 (zat. 6,
F.7)
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specjalizacyjnych z choréb wewnetrznych. alergologii i chirurgii stomatologicznej (zal. 6.
K.1). Od 2003 roku prowadze prelekcje 1 spotkania edukacyjne popularyzujace wiedze
medyczna wsrod chorych z wrodzonym obrzekiem naczynioruchowym 1 pylkowica (zal. 6.
K.6-7). Wykonywalem ekspertyzy. recenzje projektow i opracowania na zamowienie dla
agencji rzadowych i innych podmiotéw??. Recenzowalem publikacje w czasopismach
krajowych 1 miedzynarodowych z bazy Journal Citation Reports. Bralem rowniez udzial w
pracach miedzynarodowych zespolow eksperckich i konkursowych®*. Aktywnie uczestnicze
w pracach sieci badawczych 1 specjalistycznych grup zainteresowan przy towarzystwach

naukowych. ktérych jestem czlonkiem.

# Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, Agencja Oceny Technologii Medycznych i
Taryfikacji, Centrum Egzaminow Medycznych w Lodzi 1 inne (zal. 6. O.1-6. R.1-3)

¥ JTuror w konkursie "Grant for Young Investigators" podczas "9th C1-Inhibitor Deficiency
Workshop" Budapeszt 2015: czlonek grupy roboczej "Education and training of Patient
Organizations on all aspects of drug and therapy development" w ramach warsztatow projektu
"Patient Partner" (7. Program Ramowy Unii Europejskiej), Bruksela 2009: uczestnik "Key
Opinion Leader Meeting" nt. "Recombinant human C1 inhibitor for the treatment of acute
attacks in patients with HAE”, Lejda 2007 (zal. 6. P.1-3)

* ENDA (European Network of Drug Allergy) EAACL HAWK (Hereditary Angioedema
International Working Group). sekcje Nadwrazliwosci na leki 1 Wrodzonego obrzeku
naczynioruchowego PTA (zal. 6. J.1-4, H.1-3)
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