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2. Wykaz stosowanych skrótów 

Skrót Rozwinięcie w j. angielskim Rozwinięcie w j. polski 

HCT hematopoietic cell transplantation przeszczepienie komórek krwiotwórczych 

allo-HCT allogeneic hematopoietic cell trans -

plantation 

przeszczepienie allogenicznych komórek 

krwiotwórczych 

GVHD graft versus host disease choroba przeszczep przeciwko 

gospodarzowi 

aGVHD acute graft versus host disease ostra postać choroby przeszczep 

przeciwko gospodarzowi 

SAT sugar absorbtion test  test absorbcji cukrów 

LC-MS 

 

liquid chromatography-mass spec- 

trometry 

chromatografia cieczowa sprzężona ze 

spektrometrią mas 

GC-MS            gas chromatography-mass spectrometry chromatografia gazowa sprzężona ze 

spektrometrią mas 

NMR             nuclear magnetic resonance jądrowy rezonans magnetyczny 

LRM lactulose to mannitol ratio stosunek laktulozy do mannitolu 

HCT-CI hematopoietic cell transplantation-

specific comorbidity index 

wskaźnik występowania chorób 

towarzyszących dla przeszczepienia 

komórek krwiotwórczych 

CMV Cytomegalovirus cytomegalowirus 

EBV Epstein-Barr virus wirus Epsteina-Barr 

HLA human leukocyte antigen antygen zgodności tkankowej  

G-CSF granulocyte-colony stimulating factor czynnik wzrostu kolonii granulocytów   

RIC reduced intensity conditioning kondycjonowanie o zredukowanej 

intensywności 

cGVHD  chronic graft versus host disease przewlekła postać choroby przeszczep 

przeciwko gospodarzowi 

MAGIC The Mount Sinai Acute GVHD 

International Consortium 

Międzynarodowe Konsorcjum Mount 

Sinai Acute GVHD  

TNF-α tumor necrosis factor alfa czynnik martwicy nowotworów alfa 

SCFAs short chain fatty acids krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe 

PAMPs pathogen-associated molecular patterns wzorce molekularne związane z 

patogenami 

WHO World Health Organisation Światowa Organizacji Zdrowia 

51CrEDTA  Chromium‐51 ethylenediamine tetra- 

acetic acid 

kwas wersenowy znakowany chromem 51 

ZOT zonula occludens toxin toksyna zonula occludens 
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3. Streszczenie w języku polskim 

Przeszczepianie allogenicznych komórek krwiotwórczych (ang. allogeneic 

hematopoietic cell transplantation, allo-HCT) często jest jedyną procedurą umożliwiającą 

wyleczenie chorych na różne choroby onkohematologiczne oraz nienowotworowe. Jednym z 

głównych ograniczeń stosowania tej metody jest wysoka śmiertelność związana z procedurą, 

głównie w wyniku wystąpienia choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft 

versus host disease, GVHD) szczególne ostrej postaci (ang. acute GVHD, aGVHD) i 

powikłań infekcyjnych. W ostatnich dwóch dekadach zagadnienie bariery jelitowej zyskało 

coraz większe zainteresowanie jako miejsce inicjacji i propagacji tych powikłań.  

Bariera jelitowa to złożona struktura składająca się z warstwy komórek nabłonka 

pokrytych śluzem zamieszkanym przez mikroorganizmy, m.in. bakterie, wirusy i grzyby 

łącznie nazywane mikrobiomem jelitowym lub mikrobiotą jelitową. Nienaruszona bariera 

jelitowa zapobiega przenikaniu bakterii i toksyn z przewodu pokarmowego do ustroju. Z 

drugiej strony, przepuszczalność jelit umożliwia wchłanianie niezbędnych składników 

odżywczych, transport wody i elektrolitów. Do tej pory brakuje jednak metod oceny stanu 

bariery jelitowej mogących znaleźć zastosowywanie w praktyce klinicznej. Metodą 

referencyjną stosowaną do analizy przepuszczalności bariery jelitowej w ramach badań 

naukowych jest test absorpcji cukrów (ang. sugar absorbtion test, SAT) opierający się na 

różnicy w szlakach absorpcji laktozy (transport parakomórkowy) i mannitolu (transport 

transkomórkowy). Do tej pory nie oceniono, czy SAT może zostać zastąpiony przez analizę 

innych markerów uszkodzenia jelita takich jak zonulina (marker przepuszczalności jelit) czy 

kalprotektyna i beta-defensyna-2 (markery stanu zapalnego jelita) celem oceny 

przepuszczalności bariery jelitowej w okresie okołoprzeszczepowym. Brakuje także danych 

na temat charakterystycznych zaburzeń metabolomu rozumianego jako całość metabolitów 

obecnych w ustroju, występujących po allo-HCT, szczególnie tych, które mogą być związane 

z występowaniem aGVHD. Ocena metabolomu możliwa jest dzięki nowej technice 

„omicznej”, czyli metabolomice, polegającej na identyfikacji i analizie metabolitów za 

pomocą m.in. chromatografii cieczowej lub gazowej połączonej ze spektrometrią mas (ang. 

liquid chromatography - mass spectrometry, LC-MS, ang. gas chromatography - mass 

spectrometry, GC-MS) czy spektroskopii jądrowego rezonansu magnetycznego (ang. 

nuclear magnetic resonance, NMR) oraz analizie uzyskanych danych przy pomocy 

dedykowanego oprogramowania.  

Rozprawa doktorska składa się z trzech powiązanych tematycznie publikacji 

naukowych, których celem była ocena przepuszczalności bariery jelitowej u chorych 
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poddawanych allo-HCT za pomocą SAT i analizy markerów uszkodzenia bariery jelitowej, a 

także ocena zmian metabolomu u biorców allo-HCT, ze szczególnym uwzględnieniem 

chorych, u których stwierdzono aGVHD w okresie poprzeszczepowym. 

 

Wyróżniono następujące cele szczegółowe: 

1. Ocena przepuszczalności bariery jelitowej za pomocą SAT. 

2. Analiza związku między przepuszczalnością bariery jelitowej a czynnikami zależnymi 

od chorego oraz od przeszczepienia. 

3. Analiza związku między przepuszczalnością bariery jelitowej a wystąpieniem 

powikłań w okresie poprzeszczepowym (aGVHD, powikłania infekcyjne, zapalenie 

śluzówek). 

4. Ocena uszkodzenia bariery jelitowej za pomocą analizy stężenia biomarkerów w kale 

(zonulina, kalprotektyna, beta-defensyna-2). 

5. Analiza przydatności oceny markerów uszkodzenia bariery jelitowej w kale jako 

surogatów przepuszczalności bariery jelitowej. 

6. Analiza związku między stężeniem markerów uszkodzenia bariery jelitowej w kale, a 

czynnikami zależnymi od chorego oraz od przeszczepienia. 

7. Analiza związku między stężeniem markerów uszkodzenia bariery jelitowej w kale, a 

występowaniem powikłań w okresie poprzeszczepowym (aGVHD, powikłania 

infekcyjne, zapalenie śluzówek). 

8. Ocena profili metabolicznych chorych w okresie okołotransplantacyjnym. 

9. Porównanie profili metabolicznych chorych, u których wystąpiła aGVHD z 

pozostałymi pacjentami. 

Cykl publikacji zawiera pracę poglądową oraz dwie prace oryginalne. 

W pierwszej pracy pt. Advances in Intestinal Barrier Preservation and Restoration in 

the Allogeneic Hematopoietic Cell Transplantation Setting (doi: 10.3390/jcm10112508) 

dokonano przeglądu dostępnej literatury dotyczącej bariery jelitowej, koncentrując się na 

opisie jej struktury i prawidłowego funkcjonowania oraz dowodach na to, w jaki sposób jej 

uszkodzenie i zwiększona przepuszczalność jelit wpływają na wyniki leczenia chorych po 

allo-HCT. Omówiono metody oceny przepuszczalności jelitowej i opisano istniejące strategie 

terapeutyczne mające na celu ochronę bariery jelitowej, ze szczególnym uwzględnieniem 

zachowania i przywracania prawidłowej mikrobioty jelitowej. 
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Celem kolejnej pracy pt. Increased Intestinal Permeability and Stool Zonulin, 

Calprotectin and Beta-Defensin-2 Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell 

Transplantation Recipients (doi: 10.3390/ijms232415962) była ocena przepuszczalności 

bariery jelitowej i innych potencjalnych markerów uszkodzenia bariery jelitowej u chorych 

poddawanych allo-HCT w Klinice Hematologii, Transplantologii i Chorób Wewnętrznych, 

Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (UCK 

WUM). Do badania włączono 51 pacjentów. Przepuszczalność jelitowa została oceniona przy 

pomocy SAT, oceniano także stężenie zonuliny, kalprotektyny i beta-defensyny-2 w kale w 

okresie okołotransplantacyjnym. W przypadku większości pacjentów poddawanych allo-HCT 

wykazano nieprawidłową przepuszczalność bariery jelitowej na 7 dni przed rozpoczęciem 

procedury allo-HCT, co korelowało istotnie z wyższym wskaźnikiem występowania chorób 

towarzyszących (ang. hematopoietic cell transplantation-specific comorbidity Index, HCT-

CI). Po allo-HCT obserwowaliśmy dalszy wzrost przepuszczalności bariery jelitowej u 

większości chorych. Nie udowodniono jednak korelacji między wynikami SAT a oceną 

innych markerów uszkodzenia bariery jelitowej (zonulina, kalprotektyna i beta-defensyna-2). 

W przypadku chorych, u których wystąpiła aGVHD, obserwowaliśmy istotnie wyższe 

stężenie kalprotektyny w kale po allo-HCT w porównaniu z pacjentami bez tego powikłania. 

Wyniki powyższego badania wskazują, że uszkodzenie bariery jelitowej rozwija się przed 

allo-HCT, nasila się w okresie potransplantacyjnym i poprzedza dalsze powikłania. Nie 

wykazano jednak aby inne markery uszkodzenia bariery jelitowej były przydatne jako 

surogaty przepuszczalności jelitowej. 

Celem kolejnej pracy pt. Altered lipid metabolism in patients with acute graft-versus-

host disease after allogeneic hematopoietic cell transplantation. (doi: 

10.1016/j.leukres.2024.107435) była ocena profili metabolicznych chorych po allo-HCT, u 

których w okresie poprzeszczepowym zdiagnozowano aGVHD, w porównaniu do pacjentów 

bez tego powikłania. W praktyce klinicznej ryzyko rozwoju GVHD ocenia się indywidualnie 

na podstawie czynników klinicznych, takich jak niezgodność antygenów zgodności 

tkankowej (ang. Human Leukocyte Antigen, HLA), niezgodność płci, starszy wiek dawcy 

i/lub biorcy, źródło komórek macierzystych, alloimmunizacja dawcy oraz obecność 

przeciwciał przeciwko cytomegalowirusowi (ang. Cytomegalovirus, CMV) i wirusowi 

Epsteina-Barr (ang. Epstein-Barr virus, EBV). Za pomocą metod niecelowanej analizy 

metabolomicznej oceniono globalne zmiany w metabolizmie aminokwasów, węglowodanów, 

lipidów, nukleotydów, a także metabolitów pochodzenia bakteryjnego u 38 chorych 

poddanych allo-HCT w Klinice Hematologii, Transplantologii i Chorób Wewnętrznych CSK 
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UCK WUM, spośród których u 15 wystąpiła aGVHD. W porównaniu z pozostałymi 

pacjentami, w przypadku tych chorych wykazano deregulację profili metabolicznych, która 

była widoczna już 7 dni przed rozpoczęciem procedury allo-HCT. W tej grupie chorych 

zidentyfikowano istotne zmiany w metabolizmie lipidów związanych ze szlakiem 

przekształcania kwasów żółciowych i syntezą cholesterolu. Z uwagi na pilotażowy charakter 

badania powyższe wyniki jedynie wskazują na potencjalny związek między metabolizmem 

lipidów a ryzykiem i/lub rozwojem aGVHD, i wymagają potwierdzenia w dalszych 

badaniach dotyczących rozwoju aGVHD, szczególnie badań nad modelami predykcji 

aGVHD. 

Podsumowując, cykl prezentowanych prac dotyczy analizy zaburzeń funkcjonowania 

bariery jelitowej oraz metabolomu po allo-HCT, oraz wpływu powyższych na występowanie 

powikłań w okresie potransplantacyjnym ze szczególnym uwzględnieniem aGVHD. 

Wyniki przedstawionych badań poszerzają wiedzę na temat wpływu stanu bariery 

jelitowej oraz metabolomu na wyniki leczenia chorych poddawanych allo-HCT. Wyniki te 

stanowią podstawę do planowania kolejnych badań ukierunkowanych na rozwój modeli 

predykcji aGVHD, oraz rozwoju opcji terapeutycznych nacelowanych na ochronę bariery 

jelitowej prowadzących do optymalizacji opieki medycznej i poprawy wyników leczenia w 

tej wrażliwej grupie chorych.  
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4. Streszczenie w języku angielskim (wraz z angielską wersją tytułu rozprawy)  

Evaluation of the changes in the intestinal barrier permeability after 

hematopoietic stem cell transplantation. 

Allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) is often the only curative  

procedure for various onco-hematologic and non-neoplastic diseases. One ofe its main 

limitations is the high mortality associated with the procedure, mainly due to the  graft-

versus-host disease (GVHD), especially the acute form (aGVHD), and infectious 

complications. In the last two decades, the intestinal barrier has gained increasing interest as 

the site of initiation and propagation of these complications. 

The intestinal barrier is a complex structure consisting of a layer of epithelial cells 

covered with mucus inhabited by microorganisms, including bacteria, viruses, and fungi 

collectively referred to as the intestinal microbiome or intestinal microbiota. An intact 

intestinal barrier prevents the penetration of bacteria and toxins from the gastrointestinal tract 

into the bloodstream. On the other hand, intestinal permeability allows for the absorption of 

essential nutrients, water transport, and electrolytes. However, to date, there is a lack of 

methods for intestinal barrier evaluation that could be applied in clinical practice. The 

reference method used in scientific research is the sugar absorption test (SAT), based on the 

difference in the absorption pathways of lactose (paracellular transport) and mannitol 

(transcellular transport). So far, it has not been evaluated whether SAT can be replaced by the 

analysis of other markers of intestinal damage, such as zonulin (a marker of intestinal 

permeability) or calprotectin and beta-defensin-2 (markers of intestinal inflammation), to 

assess intestinal barrier permeability in the peri-transplantation period. 

There is also a lack of data on characteristic disruptions in the metabolome, understood 

as the entirety of metabolites present in the body, occurring after allo-HCT, especially those 

that may be associated with the occurrence of aGVHD. The assessment of the metabolome is 

possible through a new "omic" technique called metabolomics, involving the identification 

and analysis of metabolites using techniques such as liquid or gas chromatography combined 

with mass spectrometry (GC-MS, LC-MS) or nuclear magnetic resonance (NMR) 

spectroscopy, and the analysis of obtained data using dedicated software. 

The doctoral thesis consists of three thematically related scientific publications, aiming 

to evaluate the permeability of the intestinal barrier in patients undergoing allo-HCT using 

SAT and the analysis of markers of intestinal barrier damage. It also includes an assessment 

of changes in the metabolome in allo-HCT recipients, with a particular focus on patients 

diagnosed with aGVHD in the post-transplantation period. 
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The following detailed objectives were set: 

1. Evaluation of intestinal barrier permeability using SAT. 

2. Analysis of the relationship between intestinal barrier permeability and patient- and 

transplantation-related factors. 

3. Analysis of the relationship between intestinal barrier permeability and the occurrence 

of post-transplantation complications (aGVHD, infectious complications, mucositis). 

4. Assessment of intestinal barrier damage using the analysis of biomarker 

concentrations in feces (zonulin, calprotectin, beta-defensin-2). 

5. Assessment of  fecal markers of intestinal barrier damage as surrogates for intestinal 

barrier permeability. 

6. Analysis of the relationship between the concentration of fecal markers of intestinal 

barrier damage and patient- and transplantation-related factors. 

7. Analysis of the relationship between the concentration of fecal markers of intestinal 

barrier damage and the occurrence of post-transplantation complications (aGVHD, 

infectious complications, mucositis). 

8. Evaluation of metabolic profiles of patients in the peri-transplantation period. 

9. Comparison of metabolic profiles between patients who experienced aGVHD and 

other patients. 

The publication cycle includes a review article and two original papers. 

In the first paper titled "Advances in Intestinal Barrier Preservation and Restoration in 

the Allogeneic Hematopoietic Cell Transplantation Setting” (doi:10.3390/jcm10112508), a 

review of available literature on the intestinal barrier is conducted, focusing on its structure, 

normal functioning, evidence of how damage and increased intestinal permeability affect the 

outcomes of patients after allo-HCT. Methods for assessing intestinal permeability are 

discussed. Existing therapeutic strategies aimed at protecting the intestinal barrier, with a 

special emphasis on preserving and restoring normal gut microbiota, are described. 

The goal of the next paper titled "Increased Intestinal Permeability and Stool Zonulin, 

Calprotectin and Beta-Defensin-2 Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell 

Transplantation Recipients” (doi: 10.3390/ijms232415962) was to evaluate intestinal barrier 

permeability and other potential markers of intestinal barrier damage in patients undergoing 

allo-HCT at the Clinic of Hematology, Transplantology, and Internal Medicine, Central 

Clinical Hospital of the University Clinical Center of Warsaw Medical University (CSK 

UCK WUM). Fifty-one patients were included in the study. Intestinal permeability was 
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assessed using SAT, and concentrations of zonulin, calprotectin, and beta-defensin-2 in feces 

were also evaluated during the peri-transplantation period. For the majority of patients 

undergoing allo-HCT, abnormal intestinal barrier permeability was demonstrated seven days 

before the start of the allo-HCT procedure, correlating significantly with a higher 

hematopoietic cell transplantation-specific comorbidity index (HCT-CI). After allo-HCT, a 

further increase in intestinal barrier permeability was observed in most patients. However, no 

correlation was observed between SAT results and the assessment of other markers of 

intestinal barrier damage (zonulin, calprotectin, and beta-defensin-2). In patients who 

developed aGVHD, significantly higher levels of calprotectin in feces were observed after 

allo-HCT compared to patients without this complication. The results of this study indicate 

that intestinal barrier damage develops before allo-HCT, intensifies in the post-

transplantation period, and precedes further complications. However, other markers of 

intestinal barrier damage were not shown to be useful as surrogates for intestinal barrier 

permeability. 

The aim of the next paper titled "Altered lipid metabolism in patients with acute graft-

versus-host disease after allogeneic hematopoietic cell transplantation” (doi: 

10.1016/j.leukres.2024.107435 was to assess the metabolic profiles of patients after allo-HCT 

who were diagnosed with aGVHD during the post-transplantation period, compared to 

patients without this complication. In clinical practice, the risk of developing GVHD is 

assessed individually based on clinical factors such as Human Leukocyte Antigen (HLA) and  

gender mismatch, older age of the donor and/or recipient, source of stem cells, donor 

alloimmunization, and the presence of antibodies against cytomegalovirus (CMV) and 

Epstein-Barr virus (EBV). Using non-targeted metabolomic analysis methods, global changes 

in the metabolism of amino acids, carbohydrates, lipids, nucleotides, and bacterial-derived 

metabolites were evaluated in 38 patients undergoing allo-HCT at the Clinic of Hematology, 

Transplantology, and Internal Medicine CSK UCK WUM, of whom 15 developed aGVHD. 

Compared to other patients, those with aGVHD showed deregulation of metabolic profiles, 

which was evident as early as 7 days before the start of the allo-HCT procedure. Significant 

changes in lipid metabolism related to the bile acid transformation pathway and cholesterol 

synthesis were identified in this group of patients. Due to the pilot nature of the study, these 

results only suggest a potential association between lipid metabolism and the risk and/or 

development of aGVHD, requiring confirmation in further studies on the development of 

aGVHD, especially studies on prediction models for aGVHD. 
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In summary, the presented series of papers focuses on analyzing alterations of the 

intestinal barrier and the metabolome after allo-HCT, and their impact on the occurrence of 

post-transplantation complications, with special emphasis on aGVHD. The results of the 

presented studies contribute to expanding knowledge regarding the influence of the intestinal 

barrier's status and the metabolome on the outcomes of patients undergoing allo-HCT. These 

findings form the basis for planning further studies aimed at developing prediction models for 

aGVHD and the development of therapeutic options targeting the protection of the intestinal 

barrier, optimizing medical care, and improving treatment outcomes in this vulnerable patient 

group.  
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5. Wstęp uzasadniający połączenie wskazanych publikacji w jeden cykl, jak i 

komentujący osiągniecie naukowe kandydata na tle dotychczasowego stanu wiedzy. 

5.1 Procedura przeszczepienia allogenicznych komórek krwiotwórczych   

5.1.1 Wprowadzenie 

 Transplantacja allogenicznych komórek krwiotwórczych jest często jedyną opcją 

terapeutyczną mogącą prowadzić do trwałego wyleczenia chorych na różnorodne choroby 

nowotworowe jak i nienowotworowe. Początkowo allo-HCT stosowano jako postępowanie 

„ratunkowe” po zastosowaniu bardzo wysokich dawek chemioterapii i radioterapii w 

przypadku chemio- i radiowrażliwych nowotworów hematologicznych. Podanie komórek 

krwiotwórczych pozwalało na odtworzenie hematopoezy po zastosowaniu tych wysoce 

mielotoksycznych schematów leczenia. Dodatkowo stwierdzono, że procedura allo-HCT 

wzmacnia przeciwnowotworowe działanie chemio- czy radioterapii poprzez efekt 

„przeszczep przeciw nowotworowi” polegający na aktywnym zwalczaniu komórek 

nowotworowych w organizmie biorcy przez limfocyty dawcy. W przeciągu ostatnich dekad 

procedura allo-HCT ulegała ciągłemu doskonaleniu, a wskazania do jej stosowania stale się 

rozszerzały. Najistotniejszymi czynnikami ograniczającymi ilość wykonywanych allo-HCT 

oraz wpływającymi na nadal nie w pełni zadowalające wyniki leczenia jest wysoka 

śmiertelność związana z procedurą, wynikająca przede wszystkim z występowania GVHD 

oraz powikłań infekcyjnych. 

5.1.2 Dane statystyczne i wskazania 

 Od czasu pierwszego przeszczepienia szpiku w roku 1957, do końca roku 2016 na 

całym świecie przeprowadzono łącznie 1 298 897 procedur (z tego 42,9% allo-HCT). Ilość 

przeszczepień wykonywanych rocznie stale wzrasta do 38 425 allo-HCT w 2016 roku1. 

Pierwszy udany zabieg przeszczepienia allogenicznego w Polce przeprowadził 28 listopada 

1984 prof. Wiesław Wiktor Jędrzejczak wraz z Zespołem Przeszczepiania Komórek 

Krwiotwórczych Zakładu Immunologii i Klinicznego Oddziału Izotopowego Centralnego 

Szpitala Klinicznego Wojskowej Akademii Medycznej w Warszawie. Sześcioletnia 

pacjentka, u której w niemowlęctwie rozpoznano niedokrwistość Diamonda-Blackfana, 

otrzymała szpik od swojej zgodnej w zakresie HLA siostry tego czasu transplantologia w 

Polsce dynamicznie się rozwija. W 2023 roku w bazie Poltransplantu zanotowano 292 

pobrania komórek krwiotwórczych dla biorców w Polsce oraz 1 430 pobrań dla biorców 

zagranicznych2. Najczęstszymi wskazaniami do allo-HCT są: białaczki oraz zespół 

mielodysplastyczny, inne to m.in.: chłoniak Hodgkina, chłoniaki nieziarnicze, nowotwory 
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mieloproliferacyjne, anemia aplastyczna, szpiczak plazmocytowy czy przewlekła białaczka 

limfocytowa. 

5.1.3 allo-HCT – zasady postępowania 

Procedura allo-HCT obejmuje: 

• kwalifikację do allo-HCT, 

• poszukiwanie i dobór dawcy komórek krwiotwórczych,  

• pobranie komórek krwiotwórczych do przeszczepienia, 

• kondycjonowanie, 

• przeszczepienie komórek krwiotwórczych, 

• opiekę w okresie poprzeszczepowym.   

Kwalifikacja 

W przypadku chorych ze wskazaniami do przeprowadzenia allo-HCT należy dokładnie 

ocenić zaawansowanie nowotworu oraz określić wydolność narządów (wątroby, nerek, serca 

i płuc), wykluczyć czynne zakażenia, oznaczyć grupę krwi. Zaleca się przeprowadzenie 

konsultacji: laryngologicznej, stomatologicznej i ginekologicznej. Dla każdego chorego 

określa się HCT-CI, który pozwala na szacowanie ryzyka zgonu niezwiązanego z nawrotem 

choroby podstawowej po allo-HCT, opierając się na obecności chorób współistniejących 

(m.in. układu krążenia, cukrzycy, zapalnych chorób jelit, wywiadu udaru mózgu, nowotworu 

litego, otyłości, oraz zaburzeń psychiatrycznych) przed HCT3. 

Strategia wyboru dawcy 

Dawcę do przeszczepienia allogenicznego dobiera się na podstawie badań antygenów 

HLA klasy I (HLA A, B i C) oraz klasy II (HLA DR i DQ). Optymalnymi dawcami jest 

rodzeństwo, zgodne pod względem HLA (zgodność 10/10). W przypadku chorób o wysokim 

ryzyku, gdzie allo-HCT stanowi jedyną szansę na wyleczenie pacjenta, akceptuje się 

dawców, którzy nie są w pełni zgodni (zgodność 9/10 czy 8/10). Inne rodzaje przeszczepień 

to przeszczepienie komórek od niespokrewnionego dawcy (w pełni lub częściowo zgodnego 

w HLA), przeszczepienie od dawcy haploidentycznego, najczęściej od rodzica lub dziecka 

(zgodność HLA w jednym haplotypie), a także rzadko stosowane przeszczepienie krwi 

pępowinowej od niespokrewnionych dawców6. 
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Pobranie komórek krwiotwórczych 

Źródłem komórek krwiotwórczych jest krew obwodowa lub szpik kostny. Obecnie 

około 70% wszystkich procedur allo-HCT przeprowadza się z udziałem komórek 

krwiotwórczych pozyskanych z krwi obwodowej dawcy po mobilizacji poprzez podawanie 

czynnika wzrostu kolonii granulocytów (ang. granulocyte-colony stimulating factor, G-

CSF)4. Komórki krwiotwórcze uzyskiwane są w procesie aferezy (leukaferezy) 

rozpoczynanym 4-5 dni od zakończenia przyjmowania G-CSF. Uważa się, iż do 

przeprowadzenia bezpiecznej procedury potrzeba około 3–4 × 106 komórek CD34+ na kg 

masy ciała. Drugim źródłem komórek krwiotwórczych jest szpik kostny. Pobranie szpiku 

kostnego przeprowadza się w znieczuleniu ogólnym w warunkach bloku operacyjnego. 

Polega ono na wielokrotnym nakłuwaniu talerzy biodrowych, głównie w okolicach kolców 

biodrowych tylnych z aspiracją szpiku kostnego. Minimalna ilość komórek CD34+ 

pochodzących ze szpiku kostnego potrzebna do przeprowadzenia procedury allo-HCT to 1 × 

106 komórek na kg masy ciała biorcy. Bardzo rzadko wykorzystywanym obecnie źródłem 

komórek krwiotwórczych jest krew pępowinowa. Wynika to z kosztowności procedury i zbyt 

małej ilości komórek krwiotwórczych w materiale pobieranym od jednego dawcy6. 

Kondycjonowanie 

Kondycjonowanie oznacza procedurę przygotowawczą biorcy polegającą na podaniu 

wysokodawkowej chemioterapii i niekiedy zastosowaniu napromieniania całego ciała celem 

zniszczenia komórek nowotworu oraz wywołania immunoablacji umożliwiającej 

wszczepienie komórek dawcy. Wyróżnia się protokoły mieloablacyjne (po których nie 

występuje samoistna regeneracja układu krwiotwórczego) oraz protokoły o zredukowanej 

intensywności (ang. reduced intensity conditioning, RIC), w przypadku których występuje 

przedłużona cytopenia, ale możliwa jest odnowa autologiczna. Obecnie w przypadku 

przeszczepienia od dawcy spokrewnionego lub nie w pełni zgodnego, biorcy podaje się 

również globulinę antytymocytarną celem zniszczenia limfocytów T dawcy, co ma 

zmniejszać ryzyko wystąpienia GVHD. Materiał przeszczepowy zawierający komórki 

krwiotwórcze podaje się choremu w formie wlewu dożylnego6. 

Okres poprzeszczepowy  

Okres poprzeszczepowy dzieli się na: wczesny (do dnia +30), pośredni (do dnia +100) i 

późny (po dniu +100). Chorzy po allo-HCT w każdym z tych okresów (zwłaszcza w okresie 

wczesnym) wymagają stałego nadzoru z uwagi na wysokie ryzyko wystąpienia powikłań 
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potencjalnie zagrażających zdrowiu i życiu. Powikłania w okresie wczesnym obejmują 

przede wszystkim powikłania hematologiczne, czyli pancytopenię i wynikające z niej ryzyko 

infekcji oraz powikłań krwotocznych, oraz uszkodzenie błony śluzowej przewodu 

pokarmowego. Rzadziej obserwuje się śródmiąższowe nieinfekcyjne uszkodzenie płuc, 

kardiomiopatie, zaburzenia funkcji ośrodkowego układu nerwowego, krwotoczne zapalenie 

pęcherza moczowego, niewydolność nerek i chorobę wenookluzyjną wątroby5. 

5.2 Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi 

 Szczególnym powikłaniem znacznie pogarszającym rokowanie chorych jest GVHD 

związana z aktywnością immunokompetentnych komórek dawcy, zwłaszcza limfocytów T, 

skierowaną przeciwko tkankom i narządom biorcy. Wyróżnia się ostrą GVHD (ang. acute 

GVHD) oraz przewlekłą postać GVHD (ang. chronic GVHD, cGVHD). Czynnikami ryzyka 

wystąpienia GVHD są: brak zgodności HLA, różnice płci, starszy wiek dawcy i/lub biorcy, 

źródło komórek macierzystych z krwi obwodowej, alloimmunizacja dawcy oraz zakażenie  

wirusem CMV i EBV 6. 

Ostra postać GVHD występuje zazwyczaj w ciągu pierwszych 100 dni od 

przeszczepienia. Podejrzenie aGVHD opiera się na obrazie klinicznym, obejmującym cechy 

ostrej choroby obejmującej zazwyczaj skórę, wątrobę i przewód pokarmowy. Klinicznie 

choroba manifestuje się poprzez zmiany skórne, uszkodzenie wątroby o charakterze 

cholestatycznym oraz zajęcie przewodu pokarmowego (biegunka). Z uwagi na to, że podobne 

objawy mogą wynikać z toksyczności leczenia lub powikłań infekcyjnych pożądane jest 

potwierdzenie diagnozy badaniem histopatologicznym wycinka zajętego narządu. Ocena 

nasilenia ciężkości aGVHD wg Międzynarodowego Konsorcjum Mount Sinai Acute GVHD 

(ang. The Mount Sinai Acute GvHD International Consortium, MAGIC) przedstawiona jest 

w Tabeli 17.  

Przewlekła postać GVHD klinicznie przypomina choroby autoimmunologiczne, takie 

jak twardzina układowa lub zespół Sjögrena. Stanowi główną przyczynę późnej śmiertelności 

po przeszczepieniu, niezwiązaną ze wznową choroby podstawowej. Objawy cGVHD mogą 

dotyczyć dowolnego narządu, ale najczęściej obejmują skórę, wątrobę, oczy (zespół suchego 

oka), jamę ustną, stawy, przełyk i rzadziej płuca (zarostowe zapalenie oskrzelików lub 

kryptogenne organizujące się zapalenie płuc) czy dolny odcinek przewodu pokarmowego. 

Rozpoznanie cGvHD opiera się na zidentyfikowaniu charakterystycznych objawów, które 

można zaklasyfikować do 4 kategorii: patognomonicznych, wskazujących, mniej swoistych 

lub wspólnych dla aGVHD i cGVHD. 
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Tab. 1. Klasyfikacja MAGIC. Stopniowanie narządowe i stopniowanie ogólne. 

A. Stopniowanie narządowe 

stopień  

skóra 

% 

powierzchni 

ciała 

układ 

pokarmowy 

biegunka (litr) 

wątroba 

bilirubina 

(mg/dl) 

1 <25 0,5-1,0 2,0-3,0 

2 25-50 1,0-1,5 3,1-6,0 

3 >50 >1,5 6,1-15,0 

4 

pęcherze, 

złuszczanie 

stopień 3 + ból, 

niedrożność >15 

B. Stopniowanie ogólne 

stopień skóra 

układ 

pokarmowy wątroba 

I 1-2 nie nie 

II 1-3 1 1 

III 2-3 2-3 2-3 

IV 2-4 2-4 2-4 

 

Najważniejszym elementem zapobiegania GVHD jest dobór zgodnego dawcy. 

Profilaktyka farmakologiczna polega na stosowaniu inhibitorów kalcyneuryny (cyklosporyna, 

takrolimus) w skojarzeniu z metotreksatem lub mykofenolanem mofetylu oraz globuliny 

antytymocytarnej. Leczenie aGVHD i cGVHD zależy od stopnia zaawansowania choroby, 

ale w pierwsze linii leczenia rutynowo stosuje się glikokortykosteroidy podawane miejscowo 

(stopień I) i/lub ogólnoustrojowo, zazwyczaj metyloprednizolon w dawce 1-2 mg/kg masy 

ciała. Oporność na glikokortykosteroidy jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym, a 

leczenie w tej grupie chorych jest trudne i indywidualizowane.  W leczeniu opornych postaci 

aGVHD i cGVHD stosuje się ruksolitynib, mykofenolan mofetylu, inhibitory czynnika 

martwicy nowotworów (ang. tumor necrosis factor α, TNF-α) takie jak etanercept czy 

infliksymab, imatynib, rytuksymab oraz fotoferezę pozaustrojową6,8. 

5.3 Rola bariery jelitowej u biorców allo-HCT 

5.3.1 Bariera jelitowa 

Bariera jelitowa to złożona struktura składająca się z warstwy komórek nabłonka 

(enterocytów), pokrytych śluzem, zamieszkanym przez mikroorganizmy, m.in. bakterie, 

wirusy i grzyby, łącznie nazywane mikrobiomem jelitowym lub mikrobiotą jelitową9. Błony 

enterocytów są ze sobą połączone złączami szczelnymi, złączami przylegania i 
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desmosomami10. Śluz, wydzielany głównie przez komórki kubkowe, tworzy niejednorodną 

strukturę. Wewnętrzna warstwa jest praktycznie sterylna, wspomaga wchłanianie składników 

odżywczych, zapewnia nawilżenie nabłonka i chroni komórki nabłonkowe przed siłami 

ścinania i enzymami przewodu pokarmowego. Zewnętrzna warstwa śluzu zapobiega 

przyleganiu bakterii do nabłonka jelitowego i zawiera kilka substancji przeciwbakteryjnych, 

takich jak immunoglobulina A, defensyny, rybonukleazy i lizozymy11. Komensalna 

mikrobiota jelitowa zajmuje zewnętrzną warstwę śluzu. Zdrowy człowiek jest gospodarzem 

dla około 1014 mikroorganizmów: ponad 2000 gatunków bakterii (z przewagą Firmicutes, 

Bacteroidetes, Actinobacteria i Proteobacteria), a także wirusów i grzybów, w zależności 

m.in. od wieku, płci, wskaźnika masy ciała i diety12.  

Mikrobiom jelitowy oddziałuje z organizmem gospodarza na wiele sposobów; poprzez 

bezpośrednie interakcje z komórkami bariery jelitowej lub za pośrednictwem różnych 

metabolitów pochodzenia bakteryjnego. Komensalne bakterie zapobiegają wzrostowi 

patogenów poprzez zajmowanie nisz, konkurowanie o składniki odżywcze i produkcję 

bakteriocyn. Ponadto wspomagają wydzielanie peptydów przeciwbakteryjnych m.in. 

defensyn i katelicydyn, poprzez aktywację receptorów rozpoznających wzorce (receptory 

Toll-podobne i receptory Nod-podobne) w komórkach nabłonka jelitowego13. Kolejną ważną 

rolą bakterii jelitowych jest fermentacja resztek pokarmowych do krótkołańcuchowych 

kwasów tłuszczowych (ang. short chain fatty acids, SCFAs), które stanowią źródło energii 

dla kolonocytów. Krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe utrzymują ciągłość śródbłonka 

jelitowego poprzez poprawę integralności złączy oraz promowanie równowagi między 

reakcjami pro- i przeciwzapalnymi poprzez zestaw receptorów kwasów tłuszczowych oraz 

indukcję komórek T regulatorowych14. Nienaruszona bariera jelitowa zapobiega przenikaniu 

bakterii i toksyn z przewodu pokarmowego do ustroju. Z drugiej strony, przepuszczalność 

jelit umożliwia wchłanianie niezbędnych składników odżywczych, transport wody i 

elektrolitów.  

5.3.2 Wpływ zaburzeń bariery jelitowej na wyniki allo-HCT - opis stanu wiedzy oraz 

wyników badań zawartych w cyklu publikacji 

W ciągu ostatnich dwudziestu lat nastąpił ogromny wzrost zainteresowania związkiem 

między funkcją bariery jelitowej a wynikami allo-HCT. Badania na modelach zwierzęcych 

dowiodły, że uszkodzenie bariery jelitowej spowodowane m.in. kondycjonowaniem sprzyja 

translokacji wzorców molekularnych związanym z patogenami (ang. pathogen-associated 

molecular patterns, PAMPs) do blaszki właściwej i aktywacji szlaków prozapalnych leżących 

u podstaw inicjacji GVHD15, za to manipulacja składem mikrobioty jelitowej może hamować 
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stan zapalny w jelitach prowadząc do zmniejszenia ryzyka rozwoju GVHD16. Podawanie 

kwasu masłowego do komórek nabłonka jelitowego w modelu allo-HCT poprawiało 

integralność połączeń międzykomórkowych, zmniejszyło apoptozę i prowadziło do 

ustępowania GVHD in vitro. Ponadto modyfikacja komensalnej mikrobioty za pomocą 17 

wybranych szczepów, produkujących kwas masłowy bakterii z rodzaju Clostridia, również 

zmniejszyła nasilenie GVHD in vitro oraz u myszy17. Wyniki badań na pacjentach 

poddawanych allo-HCT dowodzą, że dysbioza i dominacja poszczególnych rodzajów 

bakteryjnych zwiększa ryzyko bakteriemii w okresie poprzeszczepowym18 natomiast 

obecność bakterii komensalnych z rodzaju Blautia wiąże się z redukcją ryzyka zgonu z 

powodu GVHD19. Udowodniono także, że utrata różnorodności mikrobiomu występuje 

częściej u chorych z jelitową postacią GVHD20, a stosowanie antybiotykoterapii 

szerokospektralnej skutkuje dysbiozą i zwiększonym ryzykiem wystąpienia GVHD21. 

W warunkach klinicznych po przeszczepieniu uważnie obserwuje się toksyczność ze 

strony przewodu pokarmowego oceniając nasilenie zapalenia błony śluzowej jamy ustnej na 

podstawie skali Światowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organisation, WHO). 

Stan bariery jelitowej wyrażony poprzez przepuszczalność jelit po allo-HCT jest jedynie 

przedmiotem badań klinicznych i nadal brakuje łatwo dostępnych, zwalidowanych 

markerów, które pomogłyby wyodrębnić chorych najbardziej dotkniętych uszkodzeniem 

bariery jelitowej. W badaniach klinicznych przepuszczalność jelitowa oceniana jest jako 

stosunek wydalania z moczem różnych przyjętych próbek w porównaniu do kontroli – 

głównie za pomocą testu wchłaniania kwasu wersenowego znakowanego chromem 51 (ang. 

chromium‐51 ethylenediamine tetraacetic acid, 51CrEDTA) lub SAT, który opiera się na 

różnicach w szlakach absorpcji laktozy i mannitolu. Zwiększony stosunek laktulozy, która 

wchłaniana jest na drodze transportu parakomórkowego do mannitolu, który z uwagi na 

swoją wielkość podlega transportowi transkomórkowemu, w 6-godzinnej zbiórce moczu po 

przyjęciu doustnego roztworu zawierającego obie substancje (ang. lactulose to mannitol ratio, 

LMR) wskazuje na zwiększenie przepuszczalności jelitowej22. Kilka badań oceniających 

funkcję bariery jelitowej po allo-HCT udokumentowało, że przepuszczalność jelit znacznie 

wzrasta po przeszczepieniu. Zaobserwowano również, że wzrost przepuszczalności jelit w 

okresie poprzeszczepowym poprzedza wystąpienie zapalenia błony śluzowej jamy ustnej, ale 

nie jest z nim ściśle powiązane. Dlatego też ocena uszkodzenia jelit na podstawie rozległości 

zapalenia błony śluzowej w jamie ustnej u tego samego pacjenta nie jest wystarczająca dla 

oszacowania stanu bariery jelitowej23,24,25. 
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Przepuszczalność oraz stan bariery jelitowej był obiektem badań u chorych 

poddawanych allo-HCT w Klinice Hematologii, Transplantologii i Chorób Wewnętrznych, 

UCK WUM. Do badania włączono 51 pacjentów. Przepuszczalność jelitowa została oceniona 

za pomocą SAT, dodatkowo oceniano stężenie markerów uszkodzenia jelita tj. zonuliny, 

kalprotektyny i beta-defensyny-2 w kale w okresie okołotransplantacyjnym.  

Zonulina jest niedawno odkrytym markerem przepuszczalności jelitowej. Uważa się, że 

jej działanie jest podobne do enterotoksyny produkowanej przez Vibrio cholerae (ang. zonula 

occludens toxin, ZOT) prowadzące do rozluźnienia połączeń ścisłych i zwiększania 

transportu parakomórkowego przez ścianę jelita26,27. Od czasu odkrycia zonuliny przez 

Alessio Fasano w 2000 roku, białko to jest wykorzystywane jako biomarker chorób o 

podłożu autoimmunologicznym, przede wszystkim celiakii i cukrzycy typu 1 oraz 

nowotworów i chorób neurozapalnych28. Wydaje się jednak, że nie zawsze uwalnianie 

zonuliny jest głównym mechanizmem odpowiedzialnym za wzrost przepuszczalności jelit.  

Beta-defensyna-2 w kale to uznany wskaźnik stanu zapalnego jelit, który był 

wykorzystywany w kilku badaniach klinicznych głównie w populacji dziecięcej, do oceny 

wpływu interwencji dietetycznych na kolki niemowlęce29, przepuszczalność bariery 

jelitowej30, występowanie atopii31 i infekcji32. Zgodnie z naszą wiedzą, stężenia zonuliny i 

beta-defensyny-2 w kale nie były wcześniej oceniane u pacjentów poddawanych allo-HCT.  

Kalprotektyna jest czułym markerem stanu zapalnego błony śluzowej jelita33. Ostatnio 

zaobserwowano, że ilość makrofagów produkujących kalprotektynę pochodzących od dawcy 

w błonie śluzowej okrężnicy jest znacząco zwiększona u biorców z potwierdzoną aGVHD w 

porównaniu z pacjentami bez aGVHD, ponownie podkreślając, że stan zapalny na poziomie 

ściany jelita jest ściśle związany z rozwojem aGVHD34. 

U większości pacjentów poddających się allo-HCT w naszym Ośrodku wykazano 

zwiększoną przepuszczalność bariery jelitowej wyrażoną jako LMR po SAT na 7 dni przed 

rozpoczęciem procedury allo-HCT, co korelowało istotnie z wyższym wskaźnikiem HCT-CI. 

Po allo-HCT obserwowaliśmy dalszy wzrost przepuszczalności bariery jelitowej wyrażony 

jako ΔLMR. Zaobserwowaliśmy również trend wskazujący na zwiększone ryzyko wzrostu 

przepuszczalności bariery jelitowej po allo-HCT u starszych chorych. Nie udało się jednak 

udowodnić korelacji między wynikami SAT a oceną innych markerów uszkodzenia bariery 

jelitowej (zonulina, kalprotektyna i beta-defensyna-2). W przypadku chorych, u których 

wystąpiła aGVHD obserwowaliśmy istotnie wyższe mediany stężeń kalprotektyny w kale po 

allo-HCT w porównaniu z pacjentami bez tej komplikacji. Wyniki powyższego badania 

wskazują, że uszkodzenie bariery jelitowej rozwija się przed allo-HCT, nasila się w okresie 
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potransplantacyjnym i poprzedza dalsze powikłania. Nie udało się jednak wykazać, aby inne 

markery uszkodzenia bariery jelitowej były przydatne jako surogaty przepuszczalności 

jelitowej. 

W ciągu ostatnich kilku dekad badania proteomiczne ujawniły kilka potencjalnych 

osoczowych biomarkerów GVHD, jednak żaden z nich nie znalazł dotąd zastosowania w 

praktyce klinicznej w Polsce35,36,37. Najnowszym podejściem w badaniach mających na celu 

poszukiwania swoistych biomarkerów jest analiza metabolomiczna. Metabolomika to kolejna 

wykorzystywana w nauce technika „omiczna” (poza genomiką analizującą genom, 

trasnkryptomiką analizującą mRNA i proteomiką analizującą białka). Metabolomika ocenia 

globalne zmiany w metabolomie rozumianym jako zbiór drobnocząsteczkowych substancji 

takich jak aminokwasy, cukry, lipidy, nukleotydy, a także metabolity pochodzące z 

mikrobiomu w różnych próbkach, najczęściej surowicy, ale także moczu czy płynu 

mózgowo-rdzeniowego38. Do technik analitycznych wykorzystywanych w metabolomice 

należy m.in LC-MS czy spektroskopia NMR. Uzyskane dane wymagają następnie analizy 

przy pomocy dedykowanego oprogramowania np. XCMS, MZmine czy Metalign39. 

Porównywaniu profilu metabolitów między grupami pacjentów (np. chorzy vs zdrowi) lub 

między różnymi etapami danej choroby z wykorzystaniem dyskryminacyjnych analiz 

statystycznych pozwala na wytypowanie nowych potencjalnych biomarkerów40.  

Jak dotąd ilość badań ukierunkowanych na ocenę profili metabolicznych chorych 

poddawanych allo-HCT jest znikoma. Dotychczasowe badania wykazały różne profile 

metaboliczne przed przeszczepieniem u pacjentów, u których ostatecznie rozwinęła się 

aGVHD z chorymi bez tego powikłania. Opisano zmieniony metabolizm 

immunoregulacyjnych aminokwasów rozgałęzionych (leucyny, izoleucyny i waliny) oraz 

zmienione poziomy potencjalnie prozapalnych metabolitów tyrozyny pochodzenia 

bakteryjnego. Autorzy wysunęli hipotezę, iż te metabolity modyfikują lub aktywują komórki 

immunokompetentne biorcy, tym samym zwiększając lub inicjując reaktywność 

autoimmunologiczną41. W innym małym badaniu obejmującym 14 pacjentów wykazano 

prozapalny profil metaboliczny u pacjentów, którzy ostatecznie rozwijali GVHD. 

Wytypowano 5 potencjalnych biomarkerów zwiększonego ryzyka wystąpienia aGVHD przed 

przeszczepieniem: kwas 2-aminomasłowy, 1-monopalmityna, diacyloglicerole (DG 38:5, DG 

38:6) oraz kwas tłuszczowy 20:142. Inne badania wykazały, że zmiany w metabolizmie kwasu 

stearynowego i palmitynowego43, metabolitów pochodzących z mikroflory44, szlaku 

metabolizmu ornityny, argininy i proliny45 w okresie po przeszczepieniu były powiązane z 

rozwojem aGVHD. 
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W kolejnym etapie naszej pracy oceniliśmy metabolom 38 pacjentów, z których u 15 

rozwinęła się aGVHD za pomocą analizy niecelowanej „non-targeted”. Niecelowana 

metabolomika opiera się na identyfikacji i porównaniu mas na platformie XCMS, będącej 

jednym z najczęściej używanych oprogramowań stosowanych przy analizie danych 

pochodzących z LC-MS. W badaniu wykazano, że metabolom chorych, u których wystąpiła 

aGVHD różni się istotnie od metabolomu chorych bez tego powikłania i jest to widoczne już 

7 dni przed allo-HCT. Zidentyfikowano metabolity należące do szlaku przemian kwasów 

żółciowych oraz syntezy cholesterolu, których stężenia w surowicy istotnie różniły się 

między grupami w danych punktach czasowych. Zidentyfikowano dwa metabolity szlaku 

transformacji kwasów żółciowych: 5β-cholestane-3α,7α,12α,26-tetraol i kwas glikocholowy 

oraz metabolity syntezy cholesterolu: 3-dehydro-4-metylozymosterol oraz 5α-cholesta-8,24-

dien-3-onezymosterol. Wyniki badania wykazały potencjalny związek między metabolizmem 

lipidów, szczególnie szlakami transformacji  kwasów żółciowych i syntezy cholesterolu oraz 

etiopatogenezą aGVHD. Głównymi ograniczeniami badania są mała wielkość i brak 

homogenności badanych grup oraz wiele niekontrolowanych czynników potencjalnie 

wpływających na metabolom tj. obecność otyłości, dyslipidemii, cukrzycy oraz stosowanie 

antybiotyków i leków immunosupresyjnych w okresie okołotransplantacyjnym. Nie jest 

pewne, czy wyniki odzwierciedlają wpływ allo-HCT na profil metaboliczny, czy raczej 

charakteryzują populację biorców allo-HCT ze zwiększonym ryzykiem rozwoju aGVHD. 

Wyniki opisane w publikacji wymagają dalszych badań i walidacji, ale stanowią wstęp dla 

projektów oceniających związek między rozwojem aGVHD a osoczowym stężeniem 

metabolitów (także pochodzenia bakteryjnego), aby głębiej poznać etopatogenezę oraz 

zdobyć nowe narzędzia do przewidywania i monitorowania aGVHD. 

5.3.3 Uzasadnienie połączenia prac w cykl publikacji 

Prace tworzące cykl publikacji w sposób spójny poruszają tematykę oceny oraz 

znaczenia bariery jelitowej w kontekście allo-HCT. Celem cyklu było dogłębne zbadanie 

zmian zachodzących na poziomie bariery jelitowej u chorych w okresie 

okołoprzeszczepowym oraz próba wyznaczenia potencjalnego markera wyodrębniającego 

chorych ze znacznymi zaburzeniami bariery jelitowej będących zagrożonych zwiększonym 

ryzykiem wystąpienia aGVHD. 

W publikacji nr 1 przeanalizowano dostępną literaturę dotyczącą wpływu bariery 

jelitowej na wyniki allo-HCT uwzględniając potencjalne metody terapeutyczne nacelowane 

na zachowanie bariery jelitowej po allo-HCT. 



 
 

26 

 

W publikacji nr 2 oceniono przepuszczalność bariery jelitowej u chorych po allo-HCT 

za pomocą testu wchłaniania cukrów oraz po raz pierwszy porównano tę metodę z oceną 

markerów uszkodzenia jelita tj. zonuliną, kalprotektyną, beta-defensyną-2. 

W publikacji nr 3 dokonano analizy profili metabolicznych chorych po allo-HCT ze 

szczególnym uwzględnieniem porównania chorych, którzy rozwinęli aGVHD z chorymi bez 

tego powikłania. 

6. Założenia i cel pracy 

Celem projektu była ocena przepuszczalności bariery jelitowej u biorców allo-HCT za 

pomocą SAT oraz porównanie tej metody z oceną markerów uszkodzenia bariery jelitowej tj. 

zonuliny, kalprotektyny, beta-defensyny-2 w okresie okołoprzeszcepowym oraz ocena zmian 

metabolomu u biorców allo-HCT, ze szczególnym uwzględnieniem chorych, którzy 

rozwinęli aGVHD w okresie poprzeszczepowym. 

Badaniem zostali objęci pacjenci poddawani allo-HCT z powodu nowotworów 

hematologicznych oraz chorób nienowotworowych. Analizowano dane kliniczne (m.in. 

rodzaj kondycjonowania, dane dotyczące przeszczepu, stosowane leczenie; w tym leczenie 

immunosupresyjne) oraz wyniki badań dodatkowych. Wśród tych ostatnich oceniono stężenia 

biomarkerów uszkodzenia nabłonka jelit (zonulina, beta-defensyna-2, kalprotektyna w kale), 

wyniki testu czynnościowego SAT oraz profile metaboliczne chorych. 

Otrzymane dane analizowano w kierunku korelacji z częstością GVHD, powikłań 

infekcyjnych oraz wystąpieniu zapalenia śluzówek.  

Wyróżniono następujące cele szczegółowe: 

1. Ocena przepuszczalności bariery jelitowej za pomocą SAT. 

2. Analiza związku między przepuszczalnością bariery jelitowej a czynnikami zależnymi 

od chorego oraz od przeszczepienia. 

3. Analiza związku między przepuszczalnością bariery jelitowej a wystąpieniem 

powikłań w okresie poprzeszczepowym (aGVHD, powikłania infekcyjne, zapalenie 

śluzówek). 

4. Ocena uszkodzenia bariery jelitowej za pomocą analizy stężenia biomarkerów w kale 

(zonulina, kalprotektyna, beta-defensyna-2). 

5. Analiza przydatności oceny markerów uszkodzenia bariery jelitowej jako surogatów 

przepuszczalności bariery jelitowej. 

6. Analiza związku między stężeniem markerów uszkodzenia bariery jelitowej w kale, a 

czynnikami zależnymi od chorego oraz od przeszczepienia. 
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7. Analiza związku między zawartością markerów uszkodzenia bariery jelitowej w kale, 

a wystąpieniem powikłań w okresie poprzeszczepowym (aGVHD, powikłania 

infekcyjne, zapalenie śluzówek). 

8. Ocena profili metabolicznych chorych w okresie okołotransplantacyjnym. 

9. Porównanie profili metabolicznych chorych, u których wystąpiła aGVHD z 

pozostałymi pacjentami. 
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7. Kopie opublikowanych prac 

7.1 Publikacja 1 
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7.2 Publikacja 2 
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7.3 Publikacja 3 
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8. Podsumowanie  

W pracy przeglądowej pt. „Advances in Intestinal Barrier Preservation and Restoration 

in the Allogeneic Hematopoietic Cell Transplantation Setting” (doi: 10.3390/jcm10112508), 

dokonano przeglądu dostępnej literatury dotyczącej bariery jelitowej, skupiając się na opisie 

struktury i funkcji prawidłowo funkcjonującej bariery jelitowej oraz dowodach na to, w jaki 

sposób jej uszkodzenie i zwiększona przepuszczalność jelit wpływają na wyniki leczenia 

chorych po allo-HCT. Omówiono metody oceny przepuszczalności jelitowej i opisano 

istniejące strategie terapeutyczne mające na celu ochronę bariery jelitowej, ze szczególnym 

uwzględnieniem zachowania i przywracania prawidłowego mikrobiomu jelitowego. 

W pierwszej pracy oryginalnej z cyklu pt. „Increased Intestinal Permeability and Stool 

Zonulin, Calprotectin and Beta-Defensin-2 Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell 

Transplantation Recipients” (doi: 10.3390/ijms232415962) przeprowadzono analizę  

przepuszczalności jelit za pomocą SAT oraz ocenę stężeń markerów uszkodzenia bariery 

jelitowej, tj. zonuliny, kalprotektyny i beta-defensyny-2 w kale u pacjentów w okresie 

okołoprzeszczepowym. Oceniono także korelacje między poziomem zonuliny, kalprotektyny 

i beta-defensyny-2 w kale a przepuszczalnością jelit, a także analizowano otrzymane dane w 

kierunku korelacji z częstością występowania głównych powikłań po allo-HCT tj. aGVHD, 

infekcji oraz zapalenia śluzówek. Głównymi ograniczeniami badania była mała liczba 

pacjentów, która po przystąpieniu do badania dostarczyła komplet próbek kału. U większości 

pacjentów poddawanych allo-HCT zwiększoną przepuszczalność jelit mierzoną jako LMR po 

SAT obserwowano już przed rozpoczęciem terapii kondycjonującej. Zaobserwowano istotny 

związek między podwyższonym LMR przed allo-HCT a wysokim HCT-CI. Zwiększenie 

przepuszczalności jelitowej u kandydatów do allo-HCT jest prawdopodobnie spowodowane 

stosowaniem antybiotyków, uszkodzeniem jelit w wyniku chemioterapii cytotoksycznej lub 

naciekami białaczkowymi. Ustalenia te są zgodne z wcześniej opublikowanymi pracami na 

chorych poddawanych chemioterapii cytotoksycznej z powodu nowotworów 

hematologicznych46,47,48. SAT jest testem referencyjnym do oceny przepuszczalności jelit, ma 

jednak swoje ograniczenia, tj. nie pozwala na rozróżnienie między zwiększoną 

przepuszczalnością połączeń ścisłych a uszkodzeniem enterocytów. Inne wady to uciążliwa 

konieczność 6-godzinnej zbiórki moczu oraz ryzyko wywołania biegunki. Z tego powodu 

SAT nie stał się przydatny w praktyce klinicznej. Celem naszej pracy była analiza innych 

potencjalnych biomarkerów przepuszczalności jelit u biorców allo-HCT. W ostatnich latach 

zonulina stała się jednym z najpopularniejszych markerów służących do oceny 

przepuszczalności jelita w wielu schorzeniach. Według naszej najlepszej wiedzy była to 
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pierwsza próba oceny stężeń zonuliny w kale u biorców allo-HCT, jednakże wyniki badania 

nie wykazały związku pomiędzy testem przepuszczalności, a stężeniem zonuliny w kale. 

Niespodziewanie stężenie zonuliny w kale było podwyższone przed rozpoczęciem 

kondycjonowania u większości pacjentów (88%) i istotnie spadało w dniu +7 po allo-HCT. 

W podgrupie pacjentów rozwijających aGVHD stężenia zonuliny były niższe niż u tych bez 

aGVHD, chociaż nie było to istotne statystycznie. Jak dotąd te wyniki są trudne do 

interpretacji. Jednym możliwym wyjaśnieniem jest to, że intensywne kondycjonowanie przed 

allo-HCT prowadzi do zniszczenia enterocytów i tym samym zaburza uwalnianie zonuliny do 

światła jelita. Rola zonuliny w rozwoju uszkodzenia bariery jelitowej i aGVHD w kontekście 

allo-HCT wymaga dalszej oceny, możliwej m.in. przez porównanie stężeń zonuliny w 

surowicy i kale przed i po kondycjonowaniu. Stężenie beta-defensyny-2 w kale to uznany 

wskaźnik stanu zapalnego jelit. O ile nam wiadomo, stężenie beta-defensyny-2 w kale nie 

było wcześniej oceniane u pacjentów poddawanych allo-HCT. W naszym badaniu mediana 

stężenia beta-defensyny-2 była niższa w okresie po przeszczepieniu, w porównaniu z 

okresem przed kondycjonowaniem, chociaż nie było to istotne statystycznie 

(prawdopodobnie ze względu na bardzo małą liczbę próbek do tej oceny). Dane z badań in 

vitro i na modelach zwierzęcych wskazują na funkcję ochronną beta-defensyny-2 podczas 

uszkodzenia bariery jelitowej49, dlatego można przypuszczać, że brak beta-defensyny-2, być 

może jest spowodowany uszkodzeniem nabłonka jelitowego i przyczynia się do dalszego 

uszkodzenia bariery jelitowej u naszych pacjentów. Jednak ta hipoteza wymaga weryfikacji 

w dalszych badaniach. 

Łącznie 58% naszych pacjentów doświadczyło powikłań infekcyjnych w ciągu 

pierwszych 30 dni po allo-HCT, a 29% miało potwierdzoną bakteryjną infekcję na podstawie 

dodatnich hodowli próbek krwi lub moczu. Ponadto zauważono tendencję wskazującą, że 

ryzyko powikłań bakteryjnych było większe u pacjentów, u których wystąpił większy wzrost 

przepuszczalności jelitowej (wyrażonej jako ΔLMR), co potwierdza wyniki wcześniejszych 

badań nad integralnością bariery jelitowej po allo-HCT, które wskazywały, że zmniejszona 

różnorodność mikrobioty w okresie peritransplantacyjnym zwiększała ryzyko bakteriemii17, 

infekcji płuc50 i śmiertelności związanej z przeszczepieniem po allo-HCT (głównie aGVHD i 

infekcje)51. 

Diagnoza aGVHD opiera się na objawach klinicznych potwierdzonych oceną 

histopatologiczną. Postawienie rozpoznania może być jednak problematyczne, ponieważ 

objawy GVHD są podobne do innych częstych powikłań występujących w okresie 

potransplantacyjnym, takich jak infekcje czy toksyczność leków. Dlatego też w ostatnich 
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latach istnieje ogromne zainteresowanie poszukiwaniem biomarkerów GVHD, które 

mogłyby ułatwić diagnozę, a także wyodrębniać grupę chorych narażoną na wyższe ryzyko 

wystąpienia tego powikłania. Jednym z potencjalnych markerów jest kalprotektyna w kale. 

W naszym badaniu u 16 pacjentów postawiono diagnozę aGVHD. Stężenia kalprotektyny dla 

całej grupy pacjentów po allo-HCT mieściły się w normie w trakcie całego okresu 

transplantacji, ale podgrupa pacjentów z aGVHD, w której oceniano stężenie kalprotektyny 

miała istotnie wyższe mediany stężeń tego biomarkera w kale w dniu +7 w porównaniu z 

pacjentami bez tej komplikacji. 

Podsumowując, większość naszych pacjentów miała uszkodzoną barierę jelitową przed 

kondycjonowaniem, co korelowało z wyższym HCT-CI. Wzrost przepuszczalności bariery 

jelitowej oceniany jako LMR w dniu -7 poprzedzał dalsze uszkodzenie bariery jelitowej 

wyrażone jako ΔLMR, a w kolejnych dniach pojawienie się infekcji bakteryjnych. W naszym 

badaniu stężenia zonuliny, kalprotektyny i beta-defensyny-2 nie korelowały z 

przepuszczalnością jelit wyrażoną jako LMR. Te dane są głównie wstępne, a rola markerów 

kału w ocenie przepuszczalności bariery jelitowej wymaga dalszych badań. 

W publikacji „Altered lipid metabolism in patients with acute graft-versus-host disease 

after allogeneic hematopoietic cell transplantation” (doi: 10.1016/j.leukres.2024.107435), 

przeprowadzono analizę metabolomu surowicy 38 pacjentów poddawanych allo-HCT, ze 

szczególnym uwzględnieniem 15 pacjentów, u których rozwinęła się aGVHD. Wykazano, że 

profil metaboliczny chorych z potwierdzoną diagnozą aGVHD istotnie różni się od profilu 

chorych bez tego powikłania i ta różnica widoczna jest już na 7 dni przed transplantacją. W 

kolejnym etapie zidentyfikowano metabolity, których stężenie istotnie różniło się między 

grupami, czyli metabolity szlaków lipidowych, obejmujących przekształcenia kwasów 

żółciowych m.in. kwas glikocholowy oraz metabolity syntezy cholesterolu. Kwas 

glikocholowy jest produktem transformacji pierwotnych kwasów żółciowych przez bakterie 

jelitowe. W badaniu udowodniono, że stężenie kwasu glikocholowego w surowicy były 

istotnie niższe w grupie z aGVHD zarówno przed jak i po allo-HCT, w porównaniu z 

pacjentami bez aGVHD. Jednym z możliwych wyjaśnień takiej różnicy może być zaburzona 

kompozycja mikrobiomu, czyli dysbioza obecna u tych pacjentów.  

Głównymi ograniczeniami badania są niewielka liczba próbek, niehomogenność grup 

oraz obecność niekontrolowanych potencjalnych czynników zakłócających dotyczących 

pacjentów, takich jak otyłość, dyslipidemia, cukrzyca, a także związanych z leczeniem w 

okresie okołoprzeszczepowym, takich jak stosowanie antybiotyków i leków 

immunosupresyjnych. Należy jednak podkreślić, że zmiany metaboliczne związane z 
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aGVHD były obserwowane już przed allo-HCT. W pierwszej pracy oryginalnej z cyklu tj. 

„Increased Intestinal Permeability and Stool Zonulin, Calprotectin and Beta-Defensin-2 

Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell Transplantation Recipients” (doi: 

10.3390/ijms232415962) zaburzenie bariery jelitowej pod postacią zwiększonego LMR u 

większości chorych także obserwowano już przed allo-HCT. Sugeruje to, że zmiany 

obserwowane po allo-HCT w barierze jelitowej lub metabolomie mogą nie być wyłącznie 

przypisane samej transplantacji, lecz możliwe, że wynikają z całości procedur 

terapeutycznych, w tym antybiotykoterapii, chemioterapii cytotoksycznej  i podawania 

steroidów w okresie przedprzeszczepowym oraz leków immunosupresyjnych po allo-HCT. 

Wyniki tego pilotażowego badania wymagają dalszego potwierdzenia, ale kierują one 

badania w dwóch kierunkach: jeden to dalsza ocena związku między ryzykiem oraz 

rozwojem aGVHD a metabolitami lipidowymi, oraz metabolitami pochodzącymi z 

mikrobioty, takimi jak kwas glikocholowy, w celu głębszego poznania etiopatogenezy 

aGVHD i uzyskania nowych narzędzi do przewidywania i monitorowania aGVHD. Drugi 

kierunek to zapobieganie dysregulacji metabolicznej u biorców allo-HCT, przy pomocy m.in. 

leków hipolipidemicznych, niskotłuszczowej diety lub dążenia do zachowania różnorodności 

mikroorganizmów, np. poprzez wczesny transfer mikrobioty jelitowej od zdrowych dawców 

czy stosowanie prebiotyków. 

9. Wnioski 

• Przepuszczalność bariery jelitowej jest zwiększona u chorych poddawanych allo-HCT 

już w okresie przedtransplantacyjnym i ulega dalszemu zwiększeniu po allo-HCT.  

• Zwiększenie przepuszczalności bariery jelitowej wyrażonej jako LMR w moczu przed 

allo-HCT było istotnie większe u chorych ze współistniejącymi chorobami przewlekłymi 

(HCT-CI >2). 

• Stężenie markerów uszkodzenia bariery jelitowej w kale nie koreluje z 

przepuszczalnością bariery jelitowej ocenianą przy pomocy SAT i wyrażoną jako LMR. 

• Podwyższone stężenie kalprotektyny w kale w dniu +7 po allo-HCT jest potencjalnym 

czynnikiem ryzyka/wskaźnikiem wystąpienia aGVHD. 

• Chory, którzy rozwijają aGVHD po allo-HCT mają odmienne profile metaboliczne od 

chorych bez tego powikłania. 

• Metabolity istotnie odróżniające chorych, u których wystąpiła allo-HCT to metabolity 

szlaku kwasów żółciowych w dniach -7, +7, +21 oraz metabolity syntezy cholesterolu w 

dniu +21.  
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