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2. Wykaz stosowanych skrétow

Skrot Rozwinigcie w j. angielskim Rozwinigcie W j. polski
HCT hematopoietic cell transplantation przeszczepienie komorek krwiotworczych
allo-HCT allogeneic hematopoietic cell trans - przeszczepienie allogenicznych komorek
plantation krwiotworczych
GVHD graft versus host disease choroba przeszczep przeciwko
gospodarzowi
aGVHD acute graft versus host disease ostra posta¢ choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi
SAT sugar absorbtion test test absorbcji cukrow
LC-MS liquid chromatography-mass spec- chromatografia cieczowa sprzezona ze
trometry spektrometrig mas
GC-MS gas chromatography-mass spectrometry ~ chromatografia gazowa sprz¢zona ze
spektrometrig mas
NMR nuclear magnetic resonance jadrowy rezonans magnetyczny
LRM lactulose to mannitol ratio stosunek laktulozy do mannitolu
HCT-CI hematopoietic cell transplantation- wskaznik wystgpowania chordb
specific comorbidity index towarzyszacych dla przeszczepienia
komorek krwiotworczych
CMV Cytomegalovirus cytomegalowirus
EBV Epstein-Barr virus wirus Epsteina-Barr
HLA human leukocyte antigen antygen zgodnos$ci tkankowe;j
G-CSF granulocyte-colony stimulating factor czynnik wzrostu kolonii granulocytow
RIC reduced intensity conditioning kondycjonowanie o zredukowanej
intensywnosci
cGVHD chronic graft versus host disease przewlekta posta¢ choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi
MAGIC The Mount Sinai Acute GVHD Miedzynarodowe Konsorcjum Mount
International Consortium Sinai Acute GVHD
TNF-a tumor necrosis factor alfa czynnik martwicy nowotworow alfa
SCFAs short chain fatty acids krotkotancuchowe kwasy tluszczowe
PAMPs pathogen-associated molecular patterns wzorce molekularne zwigzane z
patogenami
WHO World Health Organisation Swiatowa Organizacji Zdrowia
51CrEDTA  Chromium-51 ethylenediamine tetra- kwas wersenowy znakowany chromem 51
acetic acid
Z0T zonula occludens toxin toksyna zonula occludens



3. Streszczenie w jezyku polskim

Przeszczepianie allogenicznych  komoérek  krwiotworczych (ang. allogeneic
hematopoietic cell transplantation, allo-HCT) czesto jest jedyna procedurg umozliwiajaca
wyleczenie chorych na rézne choroby onkohematologiczne oraz nienowotworowe. Jednym z
gléwnych ograniczen stosowania tej metody jest wysoka $miertelnos¢ zwigzana z procedura,
glownie w wyniku wystgpienia choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft
versus host disease, GVHD) szczegolne ostrej postaci (ang. acute GVHD, aGVHD) i
powiktan infekcyjnych. W ostatnich dwoch dekadach zagadnienie bariery jelitowej zyskato
coraz wigksze zainteresowanie jako miejsce inicjacji 1 propagacji tych powiktan.

Bariera jelitowa to ztozona struktura sktadajgca si¢ z warstwy komorek nabtonka
pokrytych $luzem zamieszkanym przez mikroorganizmy, m.in. bakterie, wirusy i grzyby
tacznie nazywane mikrobiomem jelitowym lub mikrobiotg jelitowa. Nienaruszona bariera
jelitowa zapobiega przenikaniu bakterii i toksyn z przewodu pokarmowego do ustroju. Z
drugiej strony, przepuszczalno$¢ jelit umozliwia wchtanianie niezbgdnych skladnikow
odzywczych, transport wody i elektrolitow. Do tej pory brakuje jednak metod oceny stanu
bariery jelitowej mogacych znalezé zastosowywanie w praktyce klinicznej. Metoda
referencyjng stosowang do analizy przepuszczalno$ci bariery jelitowej w ramach badan
naukowych jest test absorpcji cukrow (ang. sugar absorbtion test, SAT) opierajacy si¢ na
roéznicy W szlakach absorpcji laktozy (transport parakomorkowy) i mannitolu (transport
transkomorkowy). Do tej pory nie oceniono, czy SAT moze zostaé zastgpiony przez analizg
innych markerow uszkodzenia jelita takich jak zonulina (marker przepuszczalnosci jelit) czy
kalprotektyna i beta-defensyna-2 (markery stanu zapalnego jelita) celem oceny
przepuszczalnosci bariery jelitowe] w okresie okotoprzeszczepowym. Brakuje takze danych
na temat charakterystycznych zaburzen metabolomu rozumianego jako catos¢ metabolitow
obecnych w ustroju, wystepujacych po allo-HCT, szczegdlnie tych, ktore moga by¢ zwigzane
z wystgpowaniem aGVHD. Ocena metabolomu mozliwa jest dzigki nowej technice
,omicznej”, czyli metabolomice, polegajacej na identyfikacji i analizie metabolitow za
pomocg m.in. chromatografii cieczowej lub gazowej potaczonej ze spektrometrig mas (ang.
liquid chromatography - mass spectrometry, LC-MS, ang. gas chromatography - mass
spectrometry, GC-MS) czy spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego (ang.
nuclear magnetic resonance, NMR) oraz analizie uzyskanych danych przy pomocy
dedykowanego oprogramowania.

Rozprawa doktorska sklada si¢ z trzech powigzanych tematycznie publikacji

naukowych, ktorych celem byla ocena przepuszczalnosci bariery jelitowej u chorych
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poddawanych allo-HCT za pomocg SAT i analizy markerow uszkodzenia bariery jelitowej, a
takze ocena zmian metabolomu u biorcow allo-HCT, ze szczegdlnym uwzglednieniem

chorych, u ktorych stwierdzono aGVHD w okresie poprzeszczepowym.

Wyroézniono nastepujace cele szczegotowe:

1. Ocena przepuszczalnosci bariery jelitowej za pomocg SAT.

2. Analiza zwigzku migdzy przepuszczalno$cig bariery jelitowej a czynnikami zaleznymi
od chorego oraz od przeszczepienia.

3. Analiza zwigzku migdzy przepuszczalno$cig bariery jelitowej a wystgpieniem
powiktan w okresie poprzeszczepowym (aGVHD, powiktania infekcyjne, zapalenie
§luzoéwek).

4. Ocena uszkodzenia bariery jelitowej za pomocg analizy stezenia biomarkerow w kale
(zonulina, kalprotektyna, beta-defensyna-2).

5. Analiza przydatnosci oceny markeréw uszkodzenia bariery jelitowej w kale jako
surogatéw przepuszczalnos$ci bariery jelitowe;.

6. Analiza zwigzku mig¢dzy stezeniem markerow uszkodzenia bariery jelitowej w kale, a
czynnikami zaleznymi od chorego oraz od przeszczepienia.

7. Analiza zwigzku mig¢dzy stezeniem markerow uszkodzenia bariery jelitowej w kale, a
wystepowaniem powiktan w okresie poprzeszczepowym (aGVHD, powiktania
infekcyjne, zapalenie sluzowek).

8. Ocena profili metabolicznych chorych w okresie okototransplantacyjnym.

9. Poréwnanie profili metabolicznych chorych, u ktérych wystapita aGVHD =z

pozostatymi pacjentami.
CykKl publikacji zawiera prace pogladowa 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 przegladu dostepnej literatury dotyczacej bariery jelitowej, koncentrujac si¢ na
opisie jej struktury i prawidtowego funkcjonowania oraz dowodach na to, w jaki sposob jej
uszkodzenie i1 zwigkszona przepuszczalno$¢ jelit wptywaja na wyniki leczenia chorych po
allo-HCT. Omoéwiono metody oceny przepuszczalnosci jelitowej 1 opisano istniejace strategie
terapeutyczne majace na celu ochrone bariery jelitowe], ze szczegdlnym uwzglednieniem

zachowania i przywracania prawidtowej mikrobioty jelitowej.



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) byta ocena przepuszczalnosci
bariery jelitowej i innych potencjalnych markeréw uszkodzenia bariery jelitowej u chorych
poddawanych allo-HCT w Klinice Hematologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych,
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (UCK
WUM). Do badania wtaczono 51 pacjentow. Przepuszczalnosé jelitowa zostata oceniona przy
pomocy SAT, oceniano takze st¢zenie zonuliny, kalprotektyny i beta-defensyny-2 w kale w
okresie okototransplantacyjnym. W przypadku wigkszosci pacjentoéw poddawanych allo-HCT
wykazano nieprawidlowa przepuszczalnos¢ bariery jelitowej na 7 dni przed rozpoczeciem
procedury allo-HCT, co korelowalo istotnie z wyzszym wskaznikiem wystepowania chorob
towarzyszacych (ang. hematopoietic cell transplantation-specific comorbidity Index, HCT-
Cl). Po allo-HCT obserwowalismy dalszy wzrost przepuszczalnosci bariery jelitowej u
wiekszosci chorych. Nie udowodniono jednak korelacji migdzy wynikami SAT a oceng
innych markerow uszkodzenia bariery jelitowej (zonulina, kalprotektyna i beta-defensyna-2).
W przypadku chorych, u ktérych wystapita aGVHD, obserwowali$my istotnie wyzsze
stezenie kalprotektyny w kale po allo-HCT w poréwnaniu z pacjentami bez tego powiktania.
Wyniki powyzszego badania wskazuja, ze uszkodzenie bariery jelitowej rozwija si¢ przed
allo-HCT, nasila si¢ w okresie potransplantacyjnym i poprzedza dalsze powiktania. Nie
wykazano jednak aby inne markery uszkodzenia bariery jelitowej byly przydatne jako
surogaty przepuszczalnosci jelitowe;.

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) byta ocena profili metabolicznych chorych po allo-HCT, u
ktorych w okresie poprzeszczepowym zdiagnozowano aGVHD, w poréwnaniu do pacjentow
bez tego powiktania. W praktyce klinicznej ryzyko rozwoju GVHD ocenia si¢ indywidualnie
na podstawie czynnikow klinicznych, takich jak niezgodno$¢ antygenow zgodnosci
tkankowej (ang. Human Leukocyte Antigen, HLA), niezgodno$¢ pici, starszy wiek dawcy
i/lub biorcy, zroédlo komorek macierzystych, alloimmunizacja dawcy oraz obecnosc
przeciwcial przeciwko cytomegalowirusowi (ang. Cytomegalovirus, CMV) i wirusowi
Epsteina-Barr (ang. Epstein-Barr virus, EBV). Za pomoca metod niecelowanej analizy
metabolomicznej oceniono globalne zmiany w metabolizmie aminokwasow, weglowodanow,
lipidow, nukleotydow, a takze metabolitow pochodzenia bakteryjnego u 38 chorych
poddanych allo-HCT w Klinice Hematologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych CSK
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UCK WUM, sposrdd ktorych u 15 wystgpita aGVHD. W pordéwnaniu z pozostalymi
pacjentami, w przypadku tych chorych wykazano deregulacj¢ profili metabolicznych, ktéra
byta widoczna juz 7 dni przed rozpoczg¢ciem procedury allo-HCT. W tej grupie chorych
zidentyfikowano istotne zmiany w metabolizmie lipidow zwigzanych ze szlakiem
przeksztatcania kwasow zotciowych i syntezg cholesterolu. Z uwagi na pilotazowy charakter
badania powyzsze wyniki jedynie wskazuja na potencjalny zwigzek miedzy metabolizmem
lipidow a ryzykiem i/lub rozwojem aGVHD, i wymagaja potwierdzenia w dalszych
badaniach dotyczacych rozwoju aGVHD, szczegdlnie badan nad modelami predykcji
aGVHD.

Podsumowujac, cykl prezentowanych prac dotyczy analizy zaburzen funkcjonowania
bariery jelitowej oraz metabolomu po allo-HCT, oraz wplywu powyzszych na wystepowanie
powiktan w okresie potransplantacyjnym ze szczegdlnym uwzglednieniem aGVHD.

Wyniki przedstawionych badan poszerzaja wiedz¢ na temat wpltywu stanu bariery
jelitowej oraz metabolomu na wyniki leczenia chorych poddawanych allo-HCT. Wyniki te
stanowig podstawe do planowania kolejnych badan ukierunkowanych na rozwoj modeli
predykcji aGVHD, oraz rozwoju opcji terapeutycznych nacelowanych na ochrone¢ bariery
jelitowej prowadzacych do optymalizacji opieki medycznej i poprawy wynikéw leczenia w

tej wrazliwej grupie chorych.
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4, Streszczenie w jezyku angielskim (wraz z angielska wersja tytulu 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. EXxisting 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. Wstep uzasadniajacy polaczenie wskazanych publikacji w jeden cykl, jak i
komentujacy osiagniecie naukowe kandydata na tle dotychczasowego stanu wiedzy.

5.1  Procedura przeszczepienia allogenicznych komorek krwiotwérczych
5.1.1 Wprowadzenie

Transplantacja allogenicznych komoérek krwiotwoérczych jest czesto jedyng opcja
terapeutyczng mogacag prowadzi¢ do trwalego wyleczenia chorych na réznorodne choroby
nowotworowe jak i nienowotworowe. Poczatkowo allo-HCT stosowano jako postgpowanie
,ratunkowe” po zastosowaniu bardzo wysokich dawek chemioterapii i radioterapii w
przypadku chemio- i radiowrazliwych nowotworéw hematologicznych. Podanie komorek
krwiotworczych pozwalalo na odtworzenie hematopoezy po zastosowaniu tych wysoce
mielotoksycznych schematéw leczenia. Dodatkowo stwierdzono, ze procedura allo-HCT
wzmacnia przeciwnowotworowe dzialanie chemio- czy radioterapii poprzez efekt
»przeszczep przeciw nowotworowi” polegajacy na aktywnym zwalczaniu komorek
nowotworowych w organizmie biorcy przez limfocyty dawcy. W przeciagu ostatnich dekad
procedura allo-HCT ulegata cigglemu doskonaleniu, a wskazania do jej stosowania stale si¢
rozszerzaly. Najistotniejszymi czynnikami ograniczajacymi ilo§¢ wykonywanych allo-HCT
oraz wplywajacymi na nadal nie w pelni zadowalajagce wyniki leczenia jest wysoka
Smiertelno$¢ zwigzana z procedurg, wynikajgca przede wszystkim z wystepowania GVHD

oraz powiktan infekcyjnych.

5.1.2 Dane statystyczne i wskazania

Od czasu pierwszego przeszczepienia szpiku w roku 1957, do konca roku 2016 na
catym $wiecie przeprowadzono tacznie 1 298 897 procedur (z tego 42,9% allo-HCT). Tlos¢
przeszczepien wykonywanych rocznie stale wzrasta do 38 425 allo-HCT w 2016 roku®.
Pierwszy udany zabieg przeszczepienia allogenicznego w Polce przeprowadzit 28 listopada
1984 prof. Wiestaw Wiktor Jedrzejczak wraz z Zespotem Przeszczepiania Komorek
Krwiotworczych Zaktadu Immunologii i Klinicznego Oddziatu Izotopowego Centralnego
Szpitala Klinicznego Wojskowej Akademii Medycznej w Warszawie. Szescioletnia
pacjentka, u ktorej w niemowlectwie rozpoznano niedokrwistos¢ Diamonda-Blackfana,
otrzymata szpik od swojej zgodnej w zakresie HLA siostry tego czasu transplantologia w
Polsce dynamicznie si¢ rozwija. W 2023 roku w bazie Poltransplantu zanotowano 292
pobrania komorek krwiotworczych dla biorcow w Polsce oraz 1430 pobran dla biorcow
zagranicznych?. Najczestszymi wskazaniami do allo-HCT sg: biataczki oraz zespot

mielodysplastyczny, inne to m.in.: chloniak Hodgkina, chloniaki nieziarnicze, nowotwory
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mieloproliferacyjne, anemia aplastyczna, szpiczak plazmocytowy czy przewlekta biataczka

limfocytowa.

5.1.3 allo-HCT — zasady postgpowania
Procedura allo-HCT obejmuje:
» kwalifikacje do allo-HCT,
* poszukiwanie i dobor dawcy komoérek krwiotworczych,
* pobranie komorek krwiotwoérczych do przeszczepienia,
+ kondycjonowanie,
* przeszczepienie komorek krwiotworczych,

» opieke w okresie poprzeszczepowym.

Kwalifikacja

W przypadku chorych ze wskazaniami do przeprowadzenia allo-HCT nalezy doktadnie
oceni¢ zaawansowanie nowotworu oraz okresli¢ wydolno$¢ narzadow (watroby, nerek, serca
i ptuc), wykluczy¢ czynne zakazenia, oznaczy¢ grupe krwi. Zaleca si¢ przeprowadzenie
konsultacji: laryngologicznej, stomatologicznej i ginekologicznej. Dla kazdego chorego
okresla si¢ HCT-CI, ktory pozwala na szacowanie ryzyka zgonu niezwigzanego z nawrotem
choroby podstawowej po allo-HCT, opierajac si¢ na obecnosci choréb wspdtistniejagcych
(m.in. uktadu krazenia, cukrzycy, zapalnych chorob jelit, wywiadu udaru moézgu, nowotworu

litego, otytosci, oraz zaburzen psychiatrycznych) przed HCT?,

Strategia wyboru dawcy

Dawce do przeszczepienia allogenicznego dobiera si¢ na podstawie badan antygenow
HLA klasy | (HLA A, B i C) oraz klasy Il (HLA DR i DQ). Optymalnymi dawcami jest
rodzenstwo, zgodne pod wzgledem HLA (zgodnos¢ 10/10). W przypadku chorob o wysokim
ryzyku, gdzie allo-HCT stanowi jedyng szans¢ na wyleczenie pacjenta, akceptuje si¢
dawcow, ktorzy nie sg w pelni zgodni (zgodnos¢ 9/10 czy 8/10). Inne rodzaje przeszczepien
to przeszczepienie komorek od niespokrewnionego dawcy (w petni lub czesciowo zgodnego
w HLA), przeszczepienie od dawcy haploidentycznego, najczesciej od rodzica lub dziecka
(zgodnos¢ HLA w jednym haplotypie), a takze rzadko stosowane przeszczepienie krwi

pepowinowej od niespokrewnionych dawcow?®.
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Pobranie komérek krwiotworczych

Zrédtem komorek krwiotwoérczych jest krew obwodowa lub szpik kostny. Obecnie
okoto 70% wszystkich procedur allo-HCT przeprowadza si¢ z udzialem komorek
krwiotworczych pozyskanych z krwi obwodowej dawcy po mobilizacji poprzez podawanie
czynnika wzrostu kolonii granulocytoéw (ang. granulocyte-colony stimulating factor, G-
CSF)*. Komoérki krwiotworcze uzyskiwane sa w procesie aferezy (leukaferezy)
rozpoczynanym 4-5 dni od zakonczenia przyjmowania G-CSF. Uwaza si¢, iz do
przeprowadzenia bezpiecznej procedury potrzeba okoto 3—4 x 108 komoérek CD34+ na kg
masy ciata. Drugim zrédtem komorek krwiotworczych jest szpik kostny. Pobranie szpiku
kostnego przeprowadza si¢ w znieczuleniu ogdlnym w warunkach bloku operacyjnego.
Polega ono na wielokrotnym naktuwaniu talerzy biodrowych, giéwnie w okolicach kolcow
biodrowych tylnych z aspiracjg szpiku kostnego. Minimalna ilos¢ komorek CD34+
pochodzacych ze szpiku kostnego potrzebna do przeprowadzenia procedury allo-HCT to 1 x
10° komoérek na kg masy ciata biorcy. Bardzo rzadko wykorzystywanym obecnie zrodtem
komorek krwiotworczych jest krew pgpowinowa. Wynika to z kosztownosci procedury 1 zbyt

matej ilosci komorek krwiotworczych w materiale pobieranym od jednego dawcy®.

Kondycjonowanie

Kondycjonowanie oznacza procedur¢ przygotowawcza biorcy polegajaca na podaniu
wysokodawkowej chemioterapii i niekiedy zastosowaniu napromieniania catego ciata celem
zniszczenia komorek nowotworu oraz wywolania immunoablacji umozliwiajace]
wszczepienie komoérek dawcy. Wyrdznia si¢ protokoty mieloablacyjne (po ktérych nie
wystgpuje samoistna regeneracja uktadu krwiotworczego) oraz protokoty o zredukowanej
intensywnosci (ang. reduced intensity conditioning, RIC), w przypadku ktorych wystepuje
przedtuzona cytopenia, ale mozliwa jest odnowa autologiczna. Obecnie w przypadku
przeszczepienia od dawcy spokrewnionego lub nie w petni zgodnego, biorcy podaje si¢
rowniez globuling antytymocytarng celem zniszczenia limfocytow T dawcy, co ma
zmniejsza¢ ryzyko wystgpienia GVHD. Material przeszczepowy zawierajacy komorKi

krwiotworcze podaje sie choremu w formie wlewu dozylnego®.

Okres poprzeszczepowy

Okres poprzeszczepowy dzieli si¢ na: wezesny (do dnia +30), posredni (do dnia +100) i
p6zny (po dniu +100). Chorzy po allo-HCT w kazdym z tych okresow (zwtaszcza w okresie

wczesnym) wymagaja stalego nadzoru z uwagi na wysokie ryzyko wystapienia powiktan
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potencjalnie zagrazajacych zdrowiu 1 zyciu. Powiktania w okresie wczesnym obejmuja
przede wszystkim powiktania hematologiczne, czyli pancytopeni¢ i wynikajgce z niej ryzyko
infekcji oraz powiklan krwotocznych, oraz uszkodzenie blony $luzowej przewodu
pokarmowego. Rzadziej obserwuje si¢ $rodmiazszowe nieinfekcyjne uszkodzenie ptuc,
kardiomiopatie, zaburzenia funkcji osrodkowego uktadu nerwowego, krwotoczne zapalenie

pecherza moczowego, niewydolnos¢ nerek i chorobe wenookluzyjna watroby®.

5.2  Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi

Szczegblnym powiklaniem znacznie pogarszajacym rokowanie chorych jest GVHD
zwigzana z aktywnoscig immunokompetentnych komoérek dawcy, zwlaszcza limfocytow T,
skierowang przeciwko tkankom i narzadom biorcy. Wyr6znia si¢ ostrg GVHD (ang. acute
GVHD) oraz przewlekta posta¢ GVHD (ang. chronic GVHD, cGVHD). Czynnikami ryzyka
wystapienia GVHD sg: brak zgodnosci HLA, réznice pici, starszy wiek dawcy i/lub biorcy,
zrodto komorek macierzystych z krwi obwodowej, alloimmunizacja dawcy oraz zakazenie
wirusem CMV i EBV ©.

Ostra posta¢ GVHD wystepuje zazwyczaj w ciggu pierwszych 100 dni od
przeszczepienia. Podejrzenie aGVHD opiera si¢ na obrazie klinicznym, obejmujgcym cechy
ostrej choroby obejmujacej zazwyczaj skore, watrobe i przewod pokarmowy. Klinicznie
choroba manifestuje si¢ poprzez zmiany skorne, uszkodzenie watroby o charakterze
cholestatycznym oraz zajecie przewodu pokarmowego (biegunka). Z uwagi na to, ze podobne
objawy moga wynika¢ z toksyczno$ci leczenia lub powiktan infekcyjnych pozadane jest
potwierdzenie diagnozy badaniem histopatologicznym wycinka zajetego narzadu. Ocena
nasilenia ci¢zkosci aGVHD wg Miedzynarodowego Konsorcjum Mount Sinai Acute GVHD
(ang. The Mount Sinai Acute GvHD International Consortium, MAGIC) przedstawiona jest
w Tabeli 17.

Przewlekta posta¢ GVHD Klinicznie przypomina choroby autoimmunologiczne, takie
jak twardzina uktadowa lub zespot Sjogrena. Stanowi gtowng przyczyne pdznej Smiertelnosci
PO przeszczepieniu, niezwigzang ze wznowg choroby podstawowej. Objawy ¢cGVHD moga
dotyczy¢ dowolnego narzadu, ale najczesciej obejmujg skore, watrobe, oczy (zespot suchego
oka), jame¢ ustng, stawy, przetyk i rzadziej ptuca (zarostowe zapalenie oskrzelikow lub
kryptogenne organizujace si¢ zapalenie ptuc) czy dolny odcinek przewodu pokarmowego.
Rozpoznanie ¢cGvHD opiera si¢ na zidentyfikowaniu charakterystycznych objawéw, ktore
mozna zaklasyfikowa¢ do 4 kategorii: patognomonicznych, wskazujacych, mniej swoistych

lub wspélnych dla aGVHD i cGVHD.
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Tab. 1. Klasyfikacja MAGIC. Stopniowanie narzgdowe i stopniowanie ogolne.

A. Stopniowanie narzagdowe
skora
% uktad watroba
powierzchni pokarmowy | bilirubina
stopien ciata biegunka (litr) | (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
pecherze, stopien 3 + bol,
4 zhuszczanie niedroznos¢ >15
B. Stopniowanie ogdlne
uktad
stopien skora pokarmowy | watroba
I 1-2 nie nie
I 1-3 1 1
i 2-3 2-3 2-3
\Y 2-4 2-4 2-4

Najwazniejszym elementem zapobiegania GVHD jest dobdr zgodnego dawcy.
Profilaktyka farmakologiczna polega na stosowaniu inhibitoréw kalcyneuryny (cyklosporyna,
takrolimus) w skojarzeniu z metotreksatem lub mykofenolanem mofetylu oraz globuliny
antytymocytarnej. Leczenie aGVHD i cGVHD zalezy od stopnia zaawansowania choroby,
ale w pierwsze linii leczenia rutynowo stosuje si¢ glikokortykosteroidy podawane miejscowo
(stopien I) i/lub ogolnoustrojowo, zazwyczaj metyloprednizolon w dawce 1-2 mg/kg masy
ciata. Opornos¢ na glikokortykosteroidy jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym, a
leczenie w tej grupie chorych jest trudne i indywidualizowane. W leczeniu opornych postaci
aGVHD i cGVHD stosuje si¢ ruksolitynib, mykofenolan mofetylu, inhibitory czynnika
martwicy nowotworéw (ang. tumor necrosis factor a, TNF-a) takie jak etanercept czy

infliksymab, imatynib, rytuksymab oraz fotofereze pozaustrojowa®®.

5.3  Rola bariery jelitowej u biorcow allo-HCT
5.3.1 Bariera jelitowa

Bariera jelitowa to zlozona struktura skladajaca si¢ z warstwy komorek nabtonka
(enterocytow), pokrytych §luzem, zamieszkanym przez mikroorganizmy, m.in. bakterie,
wirusy i grzyby, tacznie nazywane mikrobiomem jelitowym lub mikrobiotg jelitowa®. Blony
enterocytow sa ze soba pofaczone ziaczami szczelnymi,

ztaczami przylegania i
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desmosomami'®. Sluz, wydzielany gtéwnie przez komorki kubkowe, tworzy niejednorodna
strukturg. Wewnetrzna warstwa jest praktycznie sterylna, wspomaga wchtanianie sktadnikow
odzywczych, zapewnia nawilzenie nabtonka i chroni komoérki nabtonkowe przed sitami
$cinania 1 enzymami przewodu pokarmowego. Zewngtrzna warstwa S$luzu zapobiega
przyleganiu bakterii do nablonka jelitowego i zawiera kilka substancji przeciwbakteryjnych,
takich jak immunoglobulina A, defensyny, rybonukleazy i lizozymy!!. Komensalna
mikrobiota jelitowa zajmuje zewnetrzng warstwe $luzu. Zdrowy cztowiek jest gospodarzem
dla okoto 10'* mikroorganizméw: ponad 2000 gatunkow bakterii (z przewaga Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria i Proteobacteria), a takze wiruséw 1 grzyboéw, w zaleznos$ci
m.in. od wieku, ptci, wskaznika masy ciata i diety*?,

Mikrobiom jelitowy oddziatuje z organizmem gospodarza na wiele sposobow; poprzez
bezposrednie interakcje z komoérkami bariery jelitowej lub za posrednictwem réznych
metabolitow pochodzenia bakteryjnego. Komensalne bakterie zapobiegaja wzrostowi
patogendw poprzez zajmowanie nisz, konkurowanie o sktadniki odzywcze i1 produkcje
bakteriocyn. Ponadto wspomagaja wydzielanie peptydow przeciwbakteryjnych m.in.
defensyn i katelicydyn, poprzez aktywacj¢ receptoréw rozpoznajacych wzorce (receptory
Toll-podobne i receptory Nod-podobne) w komérkach nabtonka jelitowego®®. Kolejna wazna
rolg bakterii jelitowych jest fermentacja resztek pokarmowych do krotkotancuchowych
kwasow ttuszczowych (ang. short chain fatty acids, SCFAs), ktore stanowig zrodlo energii
dla kolonocytow. Krotkotancuchowe kwasy thuszczowe utrzymuja cigglos¢ $rodblonka
jelitowego poprzez poprawe integralno$ci ztagczy oraz promowanie rownowagi migdzy
reakcjami pro- i przeciwzapalnymi poprzez zestaw receptorow kwasow tluszczowych oraz
indukcje komorek T regulatorowych!®. Nienaruszona bariera jelitowa zapobiega przenikaniu
bakterii i toksyn z przewodu pokarmowego do ustroju. Z drugiej strony, przepuszczalnosé
jelit umozliwia wchtanianie niezbednych sktadnikow odzywczych, transport wody i
elektrolitow.

5.3.2 Wplyw zaburzen bariery jelitowej na wyniki allo-HCT - opis stanu wiedzy oraz
wynikow badan zawartych w cyklu publikacji

W ciagu ostatnich dwudziestu lat nastapil ogromny wzrost zainteresowania zwigzkiem
miedzy funkcja bariery jelitowej a wynikami allo-HCT. Badania na modelach zwierzgcych
dowiodly, ze uszkodzenie bariery jelitowej spowodowane m.in. kondycjonowaniem sprzyja
translokacji wzorcoOw molekularnych zwigzanym z patogenami (ang. pathogen-associated
molecular patterns, PAMPS) do blaszki wtasciwej i aktywacji szlakow prozapalnych lezacych

u podstaw inicjacji GVHD?®, za to manipulacja sktadem mikrobioty jelitowej moze hamowa¢
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stan zapalny w jelitach prowadzac do zmniejszenia ryzyka rozwoju GVHD®®. Podawanie
kwasu mastowego do komoérek nabtonka jelitowego w modelu allo-HCT poprawiato
integralno$¢ polaczen migdzykomorkowych, zmniejszyto apoptoze 1 prowadzitlo do
ustgpowania GVHD in vitro. Ponadto modyfikacja komensalnej mikrobioty za pomoca 17
wybranych szczepow, produkujacych kwas mastowy bakterii z rodzaju Clostridia, rowniez
zmniejszyta nasilenie GVHD in vitro oraz u myszy'’. Wyniki badan na pacjentach
poddawanych allo-HCT dowodzg, ze dysbioza i dominacja poszczegolnych rodzajow
bakteryjnych zwicksza ryzyko bakteriemii w okresie poprzeszczepowym?®® natomiast
obecno$¢ bakterii komensalnych z rodzaju Blautia wigze si¢ z redukcjg ryzyka zgonu z
powodu GVHD?!®. Udowodniono takze, ze utrata roznorodnosci mikrobiomu wystepuje
czesciej u chorych z jelitowa postacia GVHD?, a stosowanie antybiotykoterapii
szerokospektralnej skutkuje dysbioza i zwigkszonym ryzykiem wystgpienia GVHD?,

W warunkach Klinicznych po przeszczepieniu uwaznie obserwuje si¢ toksyczno$¢ ze
strony przewodu pokarmowego oceniajac nasilenie zapalenia btony $luzowej jamy ustnej na
podstawie skali Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organisation, WHO).
Stan bariery jelitowej wyrazony poprzez przepuszczalno$é jelit po allo-HCT jest jedynie
przedmiotem badan klinicznych i nadal brakuje tatwo dost¢pnych, zwalidowanych
markerow, ktore pomoglyby wyodrebni¢ chorych najbardziej dotknietych uszkodzeniem
bariery jelitowej. W badaniach Kklinicznych przepuszczalnosé jelitowa oceniana jest jako
stosunek wydalania z moczem réznych przyjetych probek w poréwnaniu do kontroli —
glownie za pomoca testu wchtaniania kwasu wersenowego znakowanego chromem 51 (ang.
chromium-51 ethylenediamine tetraacetic acid, 51CrEDTA) lub SAT, ktory opiera si¢ na
roznicach w szlakach absorpcji laktozy 1 mannitolu. Zwigkszony stosunek laktulozy, ktéra
wchlaniana jest na drodze transportu parakomorkowego do mannitolu, ktéry z uwagi na
swoja wielko$¢ podlega transportowi transkomérkowemu, w 6-godzinnej zbiérce moczu po
przyjeciu doustnego roztworu zawierajacego obie substancje (ang. lactulose to mannitol ratio,
LMR) wskazuje na zwigkszenie przepuszczalnosci jelitowej??. Kilka badan oceniajacych
funkcj¢ bariery jelitowej po allo-HCT udokumentowato, ze przepuszczalnos¢ jelit znacznie
wzrasta po przeszczepieniu. Zaobserwowano réwniez, ze wzrost przepuszczalnosci jelit w
okresie poprzeszczepowym poprzedza wystapienie zapalenia btony §luzowej jamy ustnej, ale
nie jest z nim $cisle powigzane. Dlatego tez ocena uszkodzenia jelit na podstawie rozlegtosci
zapalenia blony $Sluzowej w jamie ustnej u tego samego pacjenta nie jest wystarczajgca dla

oszacowania stanu bariery jelitowej?32425,
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Przepuszczalno$¢ oraz stan bariery jelitowej byl obiektem badan u chorych
poddawanych allo-HCT w Klinice Hematologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych,
UCK WUM. Do badania wiaczono 51 pacjentdw. Przepuszczalnos$¢ jelitowa zostala oceniona
za pomocg SAT, dodatkowo oceniano stezenie markeréow uszkodzenia jelita tj. zonuliny,
kalprotektyny i beta-defensyny-2 w kale w okresie okototransplantacyjnym.

Zonulina jest niedawno odkrytym markerem przepuszczalnosci jelitowej. Uwaza sie, ze
jej dziatanie jest podobne do enterotoksyny produkowanej przez Vibrio cholerae (ang. zonula
occludens toxin, ZOT) prowadzace do rozluznienia potaczen S$cistych i1 zwigkszania
transportu parakomoérkowego przez $ciane jelita?®?’. Od czasu odkrycia zonuliny przez
Alessio Fasano w 2000 roku, biatko to jest wykorzystywane jako biomarker chorob o
poditozu autoimmunologicznym, przede wszystkim celiakii i cukrzycy typu 1 oraz
nowotworéw i choréb neurozapalnych?®. Wydaje sie jednak, ze nie zawsze uwalnianie
zonuliny jest gléwnym mechanizmem odpowiedzialnym za wzrost przepuszczalnosci jelit.

Beta-defensyna-2 w kale to uznany wskaznik stanu zapalnego jelit, ktory byt
wykorzystywany w kilku badaniach klinicznych glownie w populacji dziecigcej, do oceny

wpltywu interwencji dietetycznych na kolki niemowlece?®

, przepuszczalnos¢ bariery
jelitowej®, wystepowanie atopii®® i infekcji®2. Zgodnie z nasza wiedza, stezenia zonuliny i
beta-defensyny-2 w kale nie byty wczesniej oceniane u pacjentéw poddawanych allo-HCT.

Kalprotektyna jest czutym markerem stanu zapalnego btony §luzowe;j jelita®®. Ostatnio
zaobserwowano, ze 1lo§¢ makrofagow produkujacych kalprotektyne pochodzacych od dawcy
w btonie §luzowej okreznicy jest znaczaco zwigkszona u biorcéOw z potwierdzong aGVHD w
poréwnaniu z pacjentami bez aGVHD, ponownie podkreslajac, Zze stan zapalny na poziomie
$ciany jelita jest $cisle zwigzany z rozwojem aGVHD®*,

U wigkszosci pacjentow poddajacych sie allo-HCT w naszym Osrodku wykazano
zwigkszong przepuszczalnosc bariery jelitowej wyrazong jako LMR po SAT na 7 dni przed
rozpoczeciem procedury allo-HCT, co korelowato istotnie z wyzszym wskaznikiem HCT-CI.
Po allo-HCT obserwowaliSmy dalszy wzrost przepuszczalnosci bariery jelitowej wyrazony
jako ALMR. Zaobserwowali$my rowniez trend wskazujacy na zwigkszone ryzyko wzrostu
przepuszczalno$ci bariery jelitowej po allo-HCT u starszych chorych. Nie udato si¢ jednak
udowodni¢ korelacji migdzy wynikami SAT a oceng innych markerow uszkodzenia bariery
jelitowej (zonulina, kalprotektyna i beta-defensyna-2). W przypadku chorych, u ktorych
wystgpita aGVHD obserwowali$my istotnie wyzsze mediany stezen kalprotektyny w kale po
allo-HCT w poréwnaniu z pacjentami bez tej komplikacji. Wyniki powyzszego badania

wskazuja, ze uszkodzenie bariery jelitowej rozwija si¢ przed allo-HCT, nasila si¢ w okresie
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potransplantacyjnym i poprzedza dalsze powiktania. Nie udato si¢ jednak wykaza¢, aby inne
markery uszkodzenia bariery jelitowej byty przydatne jako surogaty przepuszczalnosci
jelitowej.

W ciagu ostatnich kilku dekad badania proteomiczne ujawnity kilka potencjalnych
osoczowych biomarkerow GVHD, jednak zaden z nich nie znalazt dotad zastosowania w
praktyce klinicznej w Polsce®>%:37, Najnowszym podejsciem w badaniach majacych na celu
poszukiwania swoistych biomarkeroéw jest analiza metabolomiczna. Metabolomika to kolejna
wykorzystywana w nauce technika ,,omiczna” (poza genomika analizujaca genom,
trasnkryptomikg analizujacg mRNA i proteomikg analizujacg biatka). Metabolomika ocenia
globalne zmiany w metabolomie rozumianym jako zbidr drobnoczasteczkowych substancji
takich jak aminokwasy, cukry, lipidy, nukleotydy, a takze metabolity pochodzace z
mikrobiomu w réznych probkach, najczes$ciej surowicy, ale takze moczu czy plynu
mozgowo-rdzeniowego®®. Do technik analitycznych wykorzystywanych w metabolomice
nalezy m.in LC-MS czy spektroskopia NMR. Uzyskane dane wymagaja nastepnie analizy
przy pomocy dedykowanego oprogramowania np. XCMS, MZmine czy Metalign®.
Poréwnywaniu profilu metabolitow miedzy grupami pacjentdw (np. chorzy vs zdrowi) lub
miedzy réznymi etapami danej choroby z wykorzystaniem dyskryminacyjnych analiz
statystycznych pozwala na wytypowanie nowych potencjalnych biomarkerow?.

Jak dotad ilos¢ badan ukierunkowanych na ocen¢ profili metabolicznych chorych
poddawanych allo-HCT jest znikoma. Dotychczasowe badania wykazaly rézne profile
metaboliczne przed przeszczepieniem u pacjentdw, u ktdrych ostatecznie rozwinegla sig
aGVHD z chorymi bez tego powiklania. Opisano zmieniony metabolizm
immunoregulacyjnych aminokwasoéw rozgat¢zionych (leucyny, izoleucyny i waliny) oraz
zmienione poziomy potencjalnie prozapalnych metabolitow tyrozyny pochodzenia
bakteryjnego. Autorzy wysuneli hipotezg, iz te metabolity modyfikujg lub aktywuja komorki
immunokompetentne biorcy, tym samym zwigkszajac lub inicjujac reaktywnos$¢
autoimmunologiczng*’. W innym malym badaniu obejmujacym 14 pacjentéw wykazano
prozapalny profil metaboliczny u pacjentow, ktérzy ostatecznie rozwijali GVHD.
Wytypowano 5 potencjalnych biomarkerow zwigkszonego ryzyka wystapienia aGVHD przed
przeszczepieniem: kwas 2-aminomastowy, 1-monopalmityna, diacyloglicerole (DG 38:5, DG
38:6) oraz kwas thuszczowy 20:12. Inne badania wykazaty, ze zmiany w metabolizmie kwasu
stearynowego i palmitynowego*®, metabolitow pochodzacych z mikroflory*, szlaku
metabolizmu ornityny, argininy i proliny* w okresie po przeszczepieniu byty powiazane z

rozwojem aGVHD.
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W kolejnym etapie naszej pracy ocenilismy metabolom 38 pacjentéw, z ktorych u 15
rozwineta si¢ aGVHD za pomocg analizy niecelowanej ,nnon-targeted”. Niecelowana
metabolomika opiera si¢ na identyfikacji i poréwnaniu mas na platformie XCMS, bedacej
jednym z najczgsciej uzywanych oprogramowan stosowanych przy analizie danych
pochodzacych z LC-MS. W badaniu wykazano, ze metabolom chorych, u ktorych wystapita
aGVHD rézni si¢ istotnie od metabolomu chorych bez tego powiktania i jest to widoczne juz
7 dni przed allo-HCT. Zidentyfikowano metabolity nalezace do szlaku przemian kwasoéw
z6lciowych oraz syntezy cholesterolu, ktorych stezenia w surowicy istotnie roznity sie¢
miedzy grupami w danych punktach czasowych. Zidentyfikowano dwa metabolity szlaku
transformacji kwasoéw zotciowych: 5B-cholestane-3a,7a,12a,26-tetraol i kwas glikocholowy
oraz metabolity syntezy cholesterolu: 3-dehydro-4-metylozymosterol oraz Sa-cholesta-8,24-
dien-3-onezymosterol. Wyniki badania wykazaty potencjalny zwigzek migdzy metabolizmem
lipidow, szczegodlnie szlakami transformacji kwasow zotciowych i syntezy cholesterolu oraz
etiopatogenezg aGVHD. Glownymi ograniczeniami badania sa mata wielkos¢ i brak
homogennoséci badanych grup oraz wiele niekontrolowanych czynnikow potencjalnie
wplywajacych na metabolom tj. obecnos$¢ otytosci, dyslipidemii, cukrzycy oraz stosowanie
antybiotykow 1 lekow immunosupresyjnych w okresie okolotransplantacyjnym. Nie jest
pewne, czy wyniki odzwierciedlaja wptyw allo-HCT na profil metaboliczny, czy raczej
charakteryzujg populacje biorcéw allo-HCT ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju aGVHD.
Wyniki opisane w publikacji wymagaja dalszych badan i walidacji, ale stanowia wstep dla
projektéw oceniajacych zwigzek miedzy rozwojem aGVHD a o0soczowym stezeniem
metabolitow (takze pochodzenia bakteryjnego), aby glebiej poznaé etopatogenezg oraz

zdoby¢ nowe narzedzia do przewidywania i monitorowania aGVHD.

5.3.3 Uzasadnienie polaczenia prac w cykl publikacji
Prace tworzace cykl publikacji w sposob spdjny poruszaja tematyke oceny oraz
znaczenia bariery jelitowej w kontekscie allo-HCT. Celem cyklu byto dogl¢bne zbadanie
zmian zachodzacych na poziomie bariery jelitowej u chorych w  okresie
okotoprzeszczepowym oraz proba wyznaczenia potencjalnego markera wyodrebniajacego
chorych ze znacznymi zaburzeniami bariery jelitowej bedacych zagrozonych zwigkszonym
ryzykiem wystapienia aGVHD.
W publikacji nr 1 przeanalizowano dostepng literature dotyczaca wplywu bariery
jelitowej na wyniki allo-HCT uwzgledniajac potencjalne metody terapeutyczne nacelowane

na zachowanie bariery jelitowej po allo-HCT.
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W publikacji nr 2 oceniono przepuszczalnos¢ bariery jelitowej u chorych po allo-HCT
Za pomocg testu wchtaniania cukrow oraz po raz pierwszy poroOwnano t¢ metod¢ z oceng
markeréw uszkodzenia jelita tj. zonuling, kalprotektyna, beta-defensyna-2.

W publikacji nr 3 dokonano analizy profili metabolicznych chorych po allo-HCT ze
szczegdlnym uwzglednieniem poréwnania chorych, ktorzy rozwingli aGVHD z chorymi bez

tego powiktania.

6. Zalozenia i cel pracy

Celem projektu byta ocena przepuszczalnosci bariery jelitowej u biorcow allo-HCT za
pomoca SAT oraz porownanie tej metody z oceng markeréw uszkodzenia bariery jelitowej tj.
zonuliny, kalprotektyny, beta-defensyny-2 w okresie okotoprzeszcepowym oraz ocena zmian
metabolomu u biorcéw allo-HCT, ze szczegdlnym uwzglednieniem chorych, ktorzy
rozwingli aGVHD w okresie poprzeszczepowym.

Badaniem zostali objeci pacjenci poddawani allo-HCT z powodu nowotworéw
hematologicznych oraz choréb nienowotworowych. Analizowano dane kliniczne (m.in.
rodzaj kondycjonowania, dane dotyczace przeszczepu, stosowane leczenie; w tym leczenie
immunosupresyjne) oraz wyniki badan dodatkowych. Wsrod tych ostatnich oceniono stezenia
biomarkerow uszkodzenia nabtonka jelit (zonulina, beta-defensyna-2, kalprotektyna w kale),
wyniki testu czynnosciowego SAT oraz profile metaboliczne chorych.

Otrzymane dane analizowano w kierunku korelacji z czgstoscia GVHD, powiktan
infekcyjnych oraz wystapieniu zapalenia §luzéwek.

Wyrdzniono nastgpujace cele szczegolowe:

1. Ocena przepuszczalnoS$ci bariery jelitowej za pomoca SAT.

2. Analiza zwiazku migdzy przepuszczalno$cig bariery jelitowej a czynnikami zaleznymi
od chorego oraz od przeszczepienia.

3. Analiza zwigzku migdzy przepuszczalno$cig bariery jelitowej a wystgpieniem
powiktan w okresie poprzeszczepowym (aGVHD, powiktania infekcyjne, zapalenie
Sluzowek).

4. Ocena uszkodzenia bariery jelitowej za pomocg analizy st¢zenia biomarkerow w kale
(zonulina, kalprotektyna, beta-defensyna-2).

5. Analiza przydatno$ci oceny markerow uszkodzenia bariery jelitowej jako surogatow
przepuszczalnos$ci bariery jelitowe;.

6. Analiza zwigzku migdzy stezeniem markerow uszkodzenia bariery jelitowej w kale, a

czynnikami zaleznymi od chorego oraz od przeszczepienia.
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. Analiza zwigzku miedzy zawarto$cig markeréw uszkodzenia bariery jelitowej w kale,
a wystgpieniem powiklan w okresie poprzeszczepowym (aGVHD, powiklania
infekcyjne, zapalenie sluzowek).

. Ocena profili metabolicznych chorych w okresie okototransplantacyjnym.

. Poréwnanie profili metabolicznych chorych, u ktérych wystgpita aGVHD z

pozostatymi pacjentami.
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Abstract: The intestinal barrier consists of an epithelial lining covered with specialized mucus
inhabited by intestinal microbiota. An intact gut barrier ensures a resistance to bacteria and toxins
translocation. On the other hand, gut permeability allows the absorption of essential nutrients, fluids
and ions. This balance is achieved only by the complex structure and functional characteristics of the
intestinal barrier. Allogenic hematopoietic cell transplantation remains the only curative treatment
for many hematological diseases, but its application is limited because of possible transplant-related
mortality mainly due to graft-versus-host disease and infectious complications. The intestinal
barrier has been extensively studied in recent years as the primary site of graft-versus-host disease
initiation and propagation. In the present review, we focused on the physiological structure and
function of the gut barrier and the evidence of how the disruption of the gut barrier and increased
intestinal permeability affects transplant recipients. Finally, therapeutic strategies aiming at intestinal
barrier protection with a special focus on microbiome preservation and restoration in the allogenic
hematopoietic cell transplantation setting are discussed.

Keywords: intestinal barrier; gut permeability; microbiome; allogeneic hematopoietic cell transplan-
tation; graft-versus-host disease

1. Introduction

In the past few decades, many studies investigating the connection between intestinal
barrier function and allogenic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) outcomes,
especially its major complication—graft-versus-host disease (GVHD), were conducted.
Evidence on the intestinal barrier as the primary site of GVHD development is piling up,
although we still do not fully understand the cellular and molecular mechanisms of GVHD
initiation and propagation. Intestinal barrier disruption caused by conditioning promotes
pathogen-associated molecular pattern (PAMP) translocation to the lamina propria and
activation of the proinflammatory pathways at the basis of GVHD initiation [1]. The
protective function of a proper intestinal barrier and healthy microbiota compartment was
investigated in relation to GVHD incidence. In a multicenter study, preserved microbiome
diversity assessed with 165 rRNA sequencing at the time of hematopoietic cell engraftment
was associated with significantly lower mortality [2]. Every single research paper leading
to a better understanding of the relationship between intestinal barrier disruption and
outcomes of allo-HCT is bringing us closer to the more effective GVHD prophylaxis and
treatment. The overall goal of this review is to provide a comprehensive analysis of the
intestinal barrier function in patients subjected to allo-HCT. In this article, we focused on the
physiological structure and function of the intestinal barrier, the evidence on disruptions
of the gut barrier and increased intestinal permeability in allo-HCT recipients and, finally,
therapeutic strategies for intestinal barrier preservation and restoration.

J. Clin. Med. 2021, 10, 2508. https:/ /doi.org/10.3390/jcm10112508
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1.1. Intestinal Barrier Anatomy and Physiology

The intestinal barrier is formed by consecutive layers, including intestinal epithelial
cells (IECs) covered with mucus inhabited by the intestinal microflora and innermost
lamina propria (Figure 1). Enterocyte membranes are interconnected with each other with
junctional complexes: tight junctions (TJs), adherens junctions (AJs) and desmosomes.
Apically placed TJs are formed by transmembrane and peripheral scaffolding proteins. AJs
consisting of transmembrane protein E-cadherin connected to the intracellular skeleton
are critical for T] assembly and cell-to-cell adhesion. Desmosomes built by desmoglein
and desmocollin are believed to strengthen the intercellular cohesion [3—6]. The mucus
primarily secreted by goblet cells forms an inhomogeneous structure. The inner layer is
virtually sterile, assists nutrient absorption, ensures epithelial hydration and protects the
epithelial cells from luminal shear stress and digestive tract enzymes. The outer layer of
mucus prevents bacteria from adhering to the intestinal epithelium and contains several
antimicrobial agents, such as secretory immunoglobulin A, defensins, ribonucleases and
lysozymes [7].
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Figure 1. Intestinal barrier. Apically placed tight junctions formed by transmembrane proteins (e.g., claudins and occludin)
and peripheral scaffolding proteins (e.g., zonula occludens; ZO-1) seal the paracellular space between enterocytes and
form the barrier limiting the intestinal microorganisms and pathogenic molecules (PAMPs) passage and, on the other hand,

enabling the paracellular absorption of the essential nutrients and ions, depending on the size and charge. The lamina

propria is inhabited by the cells of the immune system, e.g., T cells, plasma cells, macrophages and dendritic cells. Tregs

modulate the immune system into a tolerance to self-antigens and chronic stimuli by the secretion of II-10 and TGF-beta and
suppression of effector T cells. The intestinal barrier is maintained by the SCFAs produced by the commensal bacteria and
several protective molecules, i.e., lysozyme, defensins, REG3 and IgA, secreted by specialized cells of the intestinal lining.
Z0-1, zonula occludens-1, DAMPs, damage-associated molecular patterns, PAMPs, pathogen-associated molecular patterns,
IL-10. Interleukin 10, TGF-beta, transforming growth factor-beta, SCFAs, short-chain fatty acids, REG3, regenerating
islet-derived protein 3 and IgA, Immunoglobulin A.

Commensal intestinal microflora (microbiota) occupies the outer layer of the mucus. A
healthy individual is host to around 10'# microbial organisms: over 2000 species of bacteria
(most of which are from the Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria and Proteobacte-
ria phylum), as well as viruses and fungi, depending on age, gender, body mass index,
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mode of birth and diet [8]. The intestinal microbiota interplays with its host in several
ways, by direct interactions with the cells of the intestinal barrier or via various microbial
metabolites. Commensal bacteria prevent pathogen growths by niche occupation, nutrient
competition and the production of several bacteriocins. They also promote the secretion of
antimicrobial peptides (AMPs), including defensins and cathelicidins via the activation
of pattern recognition receptors (Toll-like receptors and Nod-like receptors) in IECs [9,10].
Another important role of the intestinal bacteria is the fermentation of undigested food
residues to short-chain fatty acids (SCFAs), which are the source of energy for colonocytes.
SCFAs maintain intestinal endothelium continuity and affect cell morphology by increasing
the number of intestinal villi and improving the junctional integrity. They maintain the
balance between pro- and anti-inflammatory responses through a set of free fatty acid
receptors (FFARs) and the induction of regulatory T cells (Treg cells) expressing transcrip-
tion factor Foxp3 by the inhibition of the histone deacetylase enzyme [11-13]. Another
bacterial metabolite, indoxyl sulfate (IS), which is a derivate of indole, the main tryptophan
metabolite, is known to preserve a mixed commensal microbiome by exerting bacteriostatic
effects on Gram-negative bacilli and cocci [14] and providing colonization resistance to
Candida albicans [15]. It also protects the epithelial cell barrier by simultaneously decreasing
the expression of the proinflammatory chemokine IL-8 and TNF-a-mediated activation of
NF-kB and increasing the expression of the anti-inflammatory cytokine IL-10 and type I
interferon (IFN1) response [16].

Intestinal stem cells residing at the bottom of the crypts of Lieberkiihn allow barrier
renewals approximately every 3-5 days. As the fully matured cells undergo apoptosis
and are being shed into the intestinal lumen, stem cells proliferate and differentiate into
enterocytes, goblet cells, Paneth cells and enteroendocrine cells. Below the epithelial lining
lies the lamina propria, populated by cells of the enteric nervous system and immune
cells [3,4].

1.2. Gut Barrier Permeability

Intestinal permeability is a function that allows the selective transfer of defined
molecules across the intestinal wall and nutrient absorption. In healthy individuals, the
permeability for electrolytes and nutrients is divided into two main pathways. The paracel-
lular route ensures that 85% of the total influx of molecules is regulated by TJs, and the
transcellular route allows solute transportation across the enterocyte membrane. The pore
size in the T] is the primary determinant of mucosal permeability in the presence of intact
epithelium transport pathways [17].

A barrier function regulation results from interactions between the microbiota, ep-
ithelial cells, immune system and ENS and can be altered by gut microflora modifications,
mucus layer alterations and epithelial damage [7].

2. Impact of allo-HCT Procedure on Gut Barrier Permeability (Mechanisms and
Summary of Studies)

Oral mucositis affects 60-100% of HCT recipients when myeloablative conditioning
regimens are used [18]. It is hard to overlook and easy to evaluate with the World Health
Organization (WHO) oral mucositis scores. The damage to the gastrointestinal tract is less
understood, even though signs and symptoms from the GI tract such as abdominal pain,
nausea, vomiting and diarrhea occur often after allo-HCT. The intestinal permeability is
most commonly measured by the difference in intestinal barrier passage and fractional
urinary excretion of various ingested probes of different sizes. A few studies evaluating
intestinal permeability assessed by a 51CrEDTA absorption test or sugar absorption test
(SAT) [19-23] have shown that the gut permeability was raised significantly after the
start of conditioning, and it preceded any clinical signs of mucosal damage. The clinical
gastrointestinal toxicity and oral mucositis grade did not strictly correspond with the
intestinal injury. These results suggest that it may be misleading to estimate the extent of
damage to the GI tract based on the grade of the oral mucositis at the posttransplant period
in the same patient.
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Another way to investigate the gut barrier disruption is the evaluation of the serum
levels of various biomarkers. Those can be divided into two categories: bacteria-related
molecules like lipopolysaccharide (LPS) [24] and circulating endotoxin core antibodies (En-
doCAD) [25] or direct intestinal barrier damage markers like citrulline produced by small
intestinal enterocytes [26,27], fatty acid-binding proteins (FABPs) [28] or tight junctions
proteins—claudins [29]. A significant decrease in the serum concentrations of citrulline
after HCT was seen in a study of 32 patients receiving myeloablative therapy. In a subgroup
of 12 patients, a lower serum citrulline was correlated with the onset of oral mucositis
and increased intestinal permeability measured with SAT. Serum citrulline appears to
be a simple test to implement in studies on the gut barrier after HCT [26]. In another
study, high serum levels of IL-8, lipopolysaccharide-binding protein (LBP) and C-Reactive
Protein (CRP) corresponded with citrulline concentration nadir and increased intestinal
permeability measured with SAT after allo-HCT. The authors suggested that the observed
systemic inflammatory response after HCT began with intestinal barrier damage [30]. In a
study focusing on the severity of GVHD and intestinal toxicity assessed by a 51Cr-EDTA
absorption test, it was confirmed that patients with mild acute GVHD had better-preserved
gut barrier function and exhibited less-pronounced gut toxicity in comparison with pa-
tients with more severe acute GVHD. In this study, the intestinal barrier permeability
and intestinal toxicity were the only factors significantly predicting acute GVHD severity,
underlining the importance of gut barrier disruption for the development of GVHD [23].

3. Gut Barrier Preservation and Restoration in allo-HCT

GVHD remains the major complication of allo-HCT, worsening the outcomes of its
recipients. Previous studies of inflammatory pathways involved in GVHD development
in animals showed that the gastrointestinal tract is not only the major target organ but,
also, the place of the GVHD initiation and propagation [31-35]. Studies have shown that
intestinal barrier damage during transplantation results in increased permeability and,
hence, increased intestinal PAMPs translocation and the production of proinflammatory
cytokines, which causes a “cytokine storm”, along with the activation of alloreactive T
lymphocytes [36] (Figure 2). The means of GVHD prevention are the enhancement of the
GI mucosal barrier structure (including microbiome) and restoration of the barrier function
altered by the conditioning.

3.1. Vitamin A

Recently, free serum vitamin A levels were tested in a cohort study of 114 consecutive
pediatric patients undergoing allo-HCT. Lower vitamin A levels after transplantation
were associated with a higher rate of GI GVHD, along with TRM at 1 year [37]. In the gut,
dendritic cells metabolize vitamin A into retinoic acid (RA). RA promotes the differentiation
of Foxp3+ regulatory T cells and immunoglobulin A antibody-secreting cells [38] and the
secretion of interleukin 22 (IL-22), which supports epithelial cell proliferation, T] functions
and mucus production by goblet cells [39]. Studies to evaluate the benefits of vitamin A
supplementation on the intestinal barrier integrity in allo-HCT are required.

3.2. MLCK Inhibition

In vitro and animal studies have identified myosin light-chain kinase (MLCK210) as
a major regulator of tight junction functions. An increase in MLCK210 expression was
associated with impaired barrier functions in lung injury models, and a treatment with
the MLCK inhibitor resulted in protection against lung injury [40,41]. Recently, Nalle et al.
investigated MLCK210 in the animal GVHD model. MLCK210-deficient mice did not
experience epithelial barrier loss and showed less GVHD propagation, marked by reduced
histopathology, fewer CD8+ effector T cells in the gut and improved overall survival [42].
All this data place MLCK as a target for a therapeutical approach in GVHD treatment
beyond immunosuppression.
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Figure 2. Intestinal barrier disruption after allo-HCT. Pretransplant conditioning results in enterocyte and Paneth cells

apoptosis, leading to lower lactase and higher lactose concentrations and dysbiosis with the Enterococcus genus domination

associated with lower SCFA concentrations. An increased MLCK expression results in loosening of the tight junctions and
PAMPs translocation into the lamina propria. PAMPs (e.g., LPS) and DAMPs from damaged cells activate APCs. It results
in donor T-cell activation, proinflammatory cytokines, i.e., IFN-y, TNF-«, IL-5 release and GVHD. SCFAs, short-chain fatty

acids, MLCK, myosin light chain kinase, PAMPs, pathogen-associated molecular patterns, LPS, lipopolysaccharide, DAMPs,

damage-associated molecular patterns, APC, antigen-presenting cell, IFN-y, interferon gamma, TNF-«, tumor necrosis

factor alpha, IL-5, interleukin 5 and GVHD, graft-versus-host disease.

3.3. Indole Derivatives

As mentioned above, indole derivates are exerting protective functions towards the
intestinal epithelial barrier. It was shown that the treatment with indole-3-carboxaldehyde
(ICA) limited the epithelial damage associated with conditioning, bacterial translocation
and inflammation, reducing GVHD-related mortality in a murine model [43]. Further
studies on ICA as the prophylaxis against GVHD are needed.

3.4. Alloantigen Presentation Inhibition in the Gut via IL-12 Neutralization

The initiation of GVHD starts with the interactions between recipient antigen-presenting
cells (APCs) and donor T cells. It is well-known that not only hematopoietic host APCs
but, also, nonhematopoietic (“nonprofessional”) APCs like fibroblasts or endothelial cells
can also initiate MHC-II-dependent responses [44,45]. A recent paper from Koyama et al.
showed that intestinal microflora stimulates MHC-II expression in intestinal epithelial cells
and that this process is further enhanced after the start of conditioning therapy. It was
also shown that MHC-II presentation by IECs is necessary for CD4+ T-cell-mediated GI
GVHD. The pretransplant neutralization of IL-12 prevented the MCH-II expression on
ICSs and mitigated GI GVHD in mice [46]. The IL-12 blocking antibody is already used in
humans for the treatment of inflammatory bowel disease, plaque psoriasis and psoriatic
arthritis and has shown promising results in blocking Th1/Th17 responses after allo-HCT,
as demonstrated in a small trial that was not powered for clinical benefit [47].
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3.9. Fecal Microbiota Transplantation

Fecal microbiota transplantation (FMT) is a procedure of administration of fecal prepa-
ration from a healthy donor into a recipient with the intent of repopulating the patient’s
microbiome with diverse microorganisms. Fecal microbiota transplantation in patients
with various hematological malignancies colonized with antibiotic-resistant bacteria (ARB)
led to the complete eradication of ARB in 75% of recipients [64] and 70% in the case when
FMT was performed in a study of 10 patients before or after allo-HCT [65]. The ODYSSEE
study investigated the use of autologous FMT in 62 acute myeloid leukemia (AML) pa-
tients during induction chemotherapy. In this setting, FMT managed to restore the patients’
diverse microbiome, as well as decrease the antibiotic resistance gene carriage and reduce
the intestinal inflammation [66]. In the allo-HCT setting, two case series reporting its utility
in recurrent Clostridium difficile infection in the posttransplant period were published. No
serious adverse effects were noted, and a high efficacy was observed [67,68]. Several case
series and pilot studies were investigating FMT safety and efficacy in steroid-refractory
gastrointestinal aGVHD. No adverse side effects were reported, and the majority of the
patients experienced the clinical benefit of various ranges [69-73]. A prospective trial on
FMT efficacy in ARB decolonization and GVHD management in 13 patients with GVHD
(11 aGVHD and 2 ¢cGVHD) proved FMT to be an important approach in this setting. In 71%
of cases, FMT resulted in the decolonization of at least one ARB. In the case of aGVHD,
the overall response rate was 57%, including complete remission in 42% of the procedures.
Both patients with cGVHD benefited clinically by stabilization or disease control improve-
ment [74]. Fecal microbiota transplantation, in order to reinduce microbial diversity in the
posttransplant period, was studied in a pilot study of 13 patients undergoing allo-HCT. The
procedure was well-tolerated and resulted in increased microbiome diversity measured
with urinary 3-IS and stool 16S ribosomal sequencing [75]. Autologous FMT offered to
14 allo-HCT recipients resulted in the patients” microbial diversity restoration compared
to the controls that did not undergo the treatment [76]. Fecal microbiota transplantation
remains a potential tool to restore the microbiome diversity lost in the post-allo-HCT period.
Several clinical trials investigating FMT safety and efficacy in the allo-HCT setting are cur-
rently ongoing (NCT04059757, NCT03812705, NCT04285424, NCT04280471, NCT03819803
and NCT04269850).

4. Conclusions

Many studies support the hypothesis that an injury to the intestinal mucosa, resulting
in increased intestinal barrier permeability, along with microbiota diversity loss, is associ-
ated with GVHD initiation and propagation and worse allo-HCT recipient outcomes. To
date, there is no perfect way to analyze the gut permeability in HCT recipients; the most
commonly used permeability assays like SAT fail to distinguish between increased tight
junction permeability and epithelial cell damage. Biomarkers like citrulline or REG3 mir-
rors the mucosal damage extent rather than increased intestinal permeability. Additionally,
most data on intestinal barrier damage importance in GVHD development come from
in vitro and animal models that differ substantially from clinical settings. Currently, there
is no guideline for routine intestinal barrier protection in allo-HCT. New hopes are raised
with dietary interventions (prebiotics, vitamin A and lactose-free nutrition) and novel
therapeutic strategies like butyrate or indole derivate supplementation and FMT. Well-
designed and, ideally, multicenter studies on safety and efficacy will hopefully provide the
evidence needed to determine the best practices in intestinal barrier damage prevention.
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Abstract: Significant progress has been made in understanding the connection between intestinal
barrier function and allogenic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) recipients” outcomes. The
purpose of this study was to further evaluate gut barrier permeability and other potential intestinal
barrier disruption markers in the allo-HCT setting. Fifty-one patients were enrolled in the study.
Intestinal permeability was assessed with the sugar absorption test and faecal concentrations of the
zonulin, calprotectin and beta-defensin-2 levels in the peri-transplantation period. Most patients
undergoing allo-HCT in our department had a disrupted intestinal barrier at the baseline, which
was associated with older age and higher Hematopoietic Cell Transplantation-specific Comorbidity
Index (HCT-CI). Regardless of this, we observed a further increase in gut barrier permeability after
allo-HCT in most patients. However, there was no association between permeability assay and other
markers (zonulin, calprotectin and beta-defensin-2). Patients with acute GVHD had significantly
higher median calprotectin concentrations after allo-HCT compared with the patients without this
complication. Our findings indicate that gut barrier damage develops prior to allo-HCT with
progression after the procedure and precedes further complications, but did not prove other markers
to be useful surrogates of intestinal permeability.

Keywords: intestinal barrier; gut permeability; allogeneic hematopoietic cell transplantation;
graft-versus-host disease

1. Introduction

Allogenic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) remains the only curative
option for many hematological malignancies and other diseases, but its application is
limited due to the risk of life-threatening complications, mainly graft-versus-host disease
(GVHD) and infections. In the past few decades, there has been a tremendous growth in in-
terest regarding the connection between intestinal barrier function and allo-HCT recipients’
outcomes [1-8]. The intestinal epithelial barrier is a complex molecular communication
machinery that allows nutrient absorption and the selective transfer of various molecules
across the intestinal wall and protects against harmful toxins translocation into the body flu-
ids. It is regulated by a complicated interplay between epithelial cells, intestinal microbiota,
the immune system and the enteric nervous system [9].

Gastrointestinal toxicity is carefully observed in the posttransplant clinical setting.
Practically oral mucositis was evaluated with a World Health Organization (WHO) score [10].
Intestinal permeability after allo-HCT is only a subject of clinical research. It is most com-
monly measured as a ratio between urinary excretion of various ingested probes compared
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to the control—mainly with the 51CrEDTA absorption test or sugar absorption test (SAT).
Few studies evaluating intestinal barrier function after allo-HCT have documented that
gut permeability increases significantly after transplantation. It was also observed that the
peri-transplant increase in intestinal permeability anticipates the occurrence of mucositis
but does not strictly correspond with it. Hence, it may be misleading to estimate the
intestinal injury on the extent of oral mucositis in the same patient [11-14].

Most evidence on intestinal barrier importance in the allo-HCT setting was seen in
the GVHD development [3-6]. Conditioning chemotherapy leads to the disruption of the
intestinal barrier and increases its permeability. It allows pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) translocation to the lamina propria and faulty activation of the gut’s wall
immune system, promoting GVHD initiation [15], as shown schematically in Figure 1. A
study assessing intestinal permeability after allo-HCT with 51Cr-EDTA absorption test
confirmed that patients with preserved intestinal barrier function (‘normal’ permeability)
experienced less gut toxicity and mild acute GVHD (aGVHD) compared to those with
increased permeability [14]. The authors stressed that among other characteristics related
to the patient or transplant procedure, the intestinal barrier permeability and intestinal
toxicity were the only factors significantly correlating with the severity of aGVHD [14].
In another study, it was proven that a proper intestinal barrier expressed as preserved
microbial diversity was associated with significantly lower mortality after allo-HCT [16].
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INTESTINAL MUCUs = G D
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LAMINA ~  PAMPs

PROPRIA / Ry

e DAMAGED
. DAMAGED PANETH CELL P GLOBLET CELL
ACTIVATION
ENTEROCYTE - OF APC CALPROTECTIN
4 DAMAGED ENTEROCYTE DONOR MACROPHAGE DAMPs

Figure 1. Intestinal barrier disruption after allo-HCT. Pre-transplant conditioning results in enterocyte,
goblet cells and Paneth cells apoptosis. Increased MLCK expression results in loosening of the tight
junctions and PAMPS translocation into the lamina propria. PAMPS (e.g., LPS) and DAMPs from
damaged cells activate APCs. It results in donor T cell activation, pro-inflammatory cytokines i.e.,
IFN-y, TNF-«, IL-5 release and GVHD initiation. This figure was created with BioRender.

MLCK; myosin light chain kinase, PAMPs; pathogen-associated molecular patterns,
LPS; lipopolysaccharide, DAMPs; damage-associated molecular patterns, APC; antigen-
presenting cell, IFN-y; interferon gamma, TNF-o; tumor necrosis factor alpha, IL-5; inter-
leukin 5, GVHD; graft-versus-host disease.

Other tools for intestinal barrier disruption and increased permeability evaluation are
biomarkers assessed in urine, serum or stool. Those particles can be divided into bacteria-
related molecules such as lipopolysaccharide (LPS) [17] and circulating endotoxin core
antibodies (EndoCAD) [18], or direct intestinal barrier damage markers such as citrulline
produced by small intestinal enterocytes [19,20], fatty acid-binding proteins (FABPs) [21],
tight junctions proteins—claudins [22] or calprotectin—a sensitive marker for mucosal
inflammation of the intestine [23]. It was recently observed that in patients with confirmed
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gastrointestinal aGVHD, the density of donor-calprotectin-expressing colonic mucosal
macrophages was significantly increased compared to the patients without aGVHD, again
stressing that inflammation at the level of the intestinal wall is strictly associated with
aGVHD development [24]. Zonulin is another recently discovered intestinal permeability
marker. It is believed to act in a similar mode to the Zonula occludens toxin produced
by Vibrio cholerae, relaxing enterocytes’ tight junctions (TJs) and increasing paracellular
transport via the intestinal wall [25,26]. Zonulin is overexpressed in autoimmune diseases
where TJ dysfunction plays a pivotal role, such as celiac disease and type 1 diabetes [25].
Since the discovery of zonulin by Fasano in 2000, this protein has been used as a biomarker
of several immune-mediated diseases, including autoimmune diseases, malignancies and
neuro-inflammatory diseases [27]. Another peptide involved in gut barrier preservation
is beta-defensin-2, which is believed to promote cell proliferation, anti-inflammatory re-
sponses and intestinal barrier’s TJs formation and restoration [28,29].

This study aimed to test the relationship between intestinal permeability assessed
with a well-established sugar absorption test and zonulin, calprotectin and beta-defensin-2
concentrations in patients before and during the post-transplant period. We also attempted
to correlate the zonulin, calprotectin and beta-defensin-2 levels and intestinal permeability
with a set of patients and transplant characteristics and transplantation complications.

2. Results
2.1. Increased Intestinal Permeability in Allo-HCT Recipients

The median lactulose to mannitol ratio in the urine (LMR) before the conditioning was
0.04 (0.002-1.084), which is above the reference range for the whole group of 45 patients
that underwent a sugar absorption test (SAT).

Twenty four patients (53%) already had elevated LMR at the baseline before condition-
ing regimen initiation with a median value of 0.190 (0.039-1.084), while in the remaining
21 (47%) it was within the normal range, with a median equal to 0.028 (0.002-0.034). There
was a significant correlation between LMR at —7 and HCT CI score (lower LMR in the
group with HCT CI of 0-2 and higher for the group with HCT-CI > 2 on day —7 (median
0.041; 0.002-1.084 vs. 0.43; 0.03-1.03, p = 0.035).

Thirty four out of 45 patients (76%) had intestinal permeability increased on day +7
(median 0.242; 0.03-2.068) and median LMR for the whole group on day +7 was 0.16;
0.002-2.068, p < 0.05, as shown in Figure 2a. Interestingly, there was a remarkable, but
not statistical difference in day +7 (but not day —7) LMR between patients < and >65 yo
(median 0.108; 0.02-2.068 vs. median 0.7 (0.03-1.1), as shown in Table 1. Interestingly, in the
group with a worse transplant risk (HCT CI > 2), the ALMR was higher (0.09; —0.014-0.290)
than in patients in the better risk group (HCT CI < 2; 0.036; —0.03-2.027) p = 0.903, and a
similar correlation was no longer observed in the age groups (Table 1). We did not observe
significant correlations between median LMR on day —7 or day +7 and other patient or
transplantation characteristics (Table 1).

Patients with increased permeability before transplantation seemed to experience a
more considerable rise in LMR expressed as ALMR (median ALMR 0.060; —0.030-2.027)
compared to patients with a normal ratio before transplantation (median ALMR 0.016;
—0.014-0696; p > 0.05, as shown in Figure 2b.
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Figure 2. (a) increased intestinal permeability before and after the allo-HCT expressed as lactulose to
mannitol ratio in the urine after the SAT test for the whole group; (b) change in intestinal permeability
(ALMR) in patients with already increased LMR at the baseline and patients with LMR at the
baseline within the reference limit; (¢) zonulin stool concentrations before the conditioning and in
the post-transplant period; (d) calprotectin stool concentrations before the conditioning and in the
post-transplant period; (e) beta-defensin-2 stool concentrations before the conditioning and in the
post-transplant period; (f) change in intestinal permeability (ALMR) in patients with confirmed
bacterial infection compared to those without this complication. A p-value less than 0.05 is considered
to be statistically significant.
Table 1. Associations between median intestinal permeability (LMR) on day —7 before transplantation,
day +7 after transplantations, and median difference between these values (ALMR) and characteristics
of patients and transplantation. A p-value less than 0.05 is considered to be statistically significant.
Patient or N LMR Day -7, LMR Day +7 ALMR
Transplant Characteristic Median (IQR) p Median (IQR) p Median (IQR) P
All 45 0.04 (0.23) 0.16 (0.57) 0.02 (0.18) X
Increased LMR on day —7 24 0.19 <0.001 0.31 <0.001 0.06 0.41
Normal LMR on day -7 21 0.028 0.038 0.016
Sex
woman 22 0.040 (0.041) 0.955 0.136 (0.588) 0.865 0.025 (0.152) 0.665
men 23 0.043 (0.302) 0.271 (0.574) 0.020 (0.196)
type of conditioning
RIC 13 0.040 (0.038) 0.853 0.161 (0.628) 0.528 0.036 (0.280) 0.665
myeloablative 32 0.040 (0.243) 0.155 (0.527) 0.020 (0.139)
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Table 1. Cont.

Patient or N LMR Day -7, LMR Day +7 ALMR
Transplant Characteristic Median (IQR) p Median (IQR) p Median (IQR) p
age
<65 years old 40 0.040 (0.067) 0.367 0.108 (0.525) 0.164 0.025 (0.185) 0.639
>65 years old 5 0.026 (0.999) 0.700 (0.783) 0.020 (0.071)
HCT-CI
<2 25 0.041 (0.041) 0.035 0.161 (0.301) 0.364 0.036 (0.190) 0.903
>2 6 0.430 (0.821) 0.670 (0.926) 0.090 (0.185)
WHO
0 28 0.037 (0.071) 0.423 0.181 (0.583) 0.737 0.028 (0.235) 0.423
>0 17 0.044 (0.350) 0.110 (0.551) 0.018 (0.065)

2.2. Zonulin, Calprotectin and Beta-Defensin-2 Stool Concentrations

Zonulin, calprotectin and beta-defensin-2 stool concentrations were assessed on day
—7,+7,+14 and +21 after transplantation. Zonulin levels were significantly increased before
the conditioning regimen initiation (76.45 ng/mlL; 23.45-2040.35) and at the following time
points compared to laboratory normal values < 30 ng/mL. In addition, we observed a
significant decrease in the median zonulin level on day +7 after the conditioning (median
39.95 ng/mL; range;12.75-955.60 with p = 0.001), which remained significantly decreased
until day +21 (Table 2 and Figure 2c).

Table 2. Intestinal permeability expressed as LMR and stool biomarkers concentrations before the
conditioning and in the post-transplant period. Normal value for LMR is <0.035, for zonulin it is
<30 ng/mL, for calprotectin it is <50 pg/mL, and for beta-defensin-2 it is 8-60 ng/mL. A p-value less
than 0.05 is considered to be statistically significant.

-7 +7 +14 +21
Parameter Median Median Median Median p(=7vs.+7)  p(=7:421)
(IQR) (IQR) (IQR) (IQR)
LMR 0.04 (0.23) 0.16 (0.57) <0.001 -
Zonulin 76.45 43.00 41.45
g/l ] aspay BB oo (544 <0.001 <0.001
Calprotectin 19.30 16.90
15.50 (25.2)  21.50 (57.9 0.374 0.451
[ng/mL] 252) (57:9) (44.9) (35.5)
Beta-
defensin-2 1790 228) 20 431a10 8% 0.101 0.006
(6.8) (6.8)
[ng/mL]

Median calprotectin levels were within the normal range at the baseline and during
the post-transplantation period, not significantly rising after the conditioning, as shown in
Table 2 and Figure 2d.

Beta-defensin-2 median levels were also within the normal range during the transplan-
tation period. However, we have seen a significant drop in beta-defensin-2 concentrations
on day +21, as shown in Table 2 and Figure 2e.

2.3. Intestinal Permeability and Stool Biomarker Associations

There were no significant relationships between intestinal permeability expressed
with LMR or ALMR and stool concentrations of zonulin, calprotectin or beta-defensin-2 as
assessed with a Spearman’s rank correlation test.
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2.4. Correlations between the Transplantation Complications, Intestinal Permeability and
Stool Biomarkers

2.4.1. Infectious Complications

Among all patients that underwent SAT, 14 had bacterial infection with positive
culture within 30 days post-allo-HCT (confirmed bacterial infection). These patients had a
higher, but not significantly median ALMR of 0.069 (—0.001-2.027) compared with a median
ALMR of 0.020 (—0.030-0.820) in those who did not experience proven infection (Figure 2f).
Furthermore, we did not see any relationship between stool biomarker levels and the
incidence of a bacterial infection within 30 days after allo-HCT (as shown in Supplemental
Table S1).

2.4.2. aGVHD

Among all patients, 16 developed aGVHD of any grade within 30 days of the trans-
plantation (cutaneus in 11, hepatic in two, intestinal in three). We obtained the sample
for calprotectin evaluation in 6 of the patients (5 with skin aGVHD and 1 with intestinal
aGVHD). This group had higher calprotectin levels assessed on day 7 after the conditioning
regimen compared to the group of patients without aGVHD (64.8 ng/mL vs. 14.1 ng/mL,
p = 0.044) as shown in Table 3. Surprisingly, patients who developed aGVHD had a lower
concentrations of zonulin in the stool samples before the conditioning and across the
whole transplantation period time-points comparing to patients without aGVHD (however
the difference was not significant). There were no other significant differences in intesti-
nal permeability or biomarkers between groups with and without aGVHD (as shown in
Supplemental Table S2).

Table 3. Calprotectin and zonulin stool concentrations before the conditioning and in the post-
transplant period in patients with and without aGVHD, * p < 0.05 between —7 and +7. Normal values
for zonulin is <30 ng/mL and for calprotectin it is <50 ug/mL. A p-value less than 0.05 is considered
to be statistically significant.

-7 7 14 21 p
Parameter Median Median Median Median
(IQR) (IQR) (IQR) (IQR)
aGVHD
Calprotectin
10.3 (24.2 64.8 (167.4 22.1(26.0 29.7 (40.3 >0.05*
[ug/mL] (24.2) ( ) (26.0) (40.3) p
Zonulin
(g /1 51.4 (31.9) 42.8 (104.7) 35.5 (21.0) 30.6 (116.4) p>005
without aGVHD
Calprotectin
15.6 (22.6 14.1 (39.8 17.7 (45.9 14.9 (35.0 > 0.05
[ug/mL] (22.6) (39.8) (45.9) (35.0) p
Zonulin
(ng /L] 86.7 (158.4) 40 (63.1) 452 (52.8) 475 (51.4) p>005

2.4.3. Mucositis

We have not observed a correlation between the risk of developing mucositis of any
grade or of grade IIl and IV in patients with increased intestinal permeability expressed
as LMR or stool biomarkers correlation as shown in Supplemental Table S3. In our study,
mucositis development was only associated with myeloablative conditioning (p = 0.031).

3. Discussion

In this study we wanted to assess the potential relationship between intestinal per-
meability assessed with a well-established sugar absorption test and certain markers of
intestinal barrier damage i.e., zonulin, calprotectin and beta-defensin-2 concentrations in
patients before and during the post-transplant period. We also decided to investigate the
correlation between zonulin, calprotectin and beta-defensin-2 levels and intestinal perme-
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ability with patients and transplant characteristics and transplantation complications. The
main limitations of this study were the small number of patients that agreed to participate
and problems with compliance regarding the stool collection. This issue led to the further
decrease in the number of samples needed for biomarkers analysis.

Most patients undergoing allo-HCT had disrupted intestinal barriers and increased
intestinal permeability measured as LMR after SAT before the start of the conditioning
therapy. This was probably due to antibiotics use, damage to the gut by the cytotoxic
chemotherapy, or leukemic infiltrations [30]. These findings are in line with previously
published work. In the study by Sundstrom et al., intestinal permeability measured with
SAT was significantly increased in 16 adult patients with de novo AML in comparison
with healthy controls before, during and after induction chemotherapy [31]. Similar results
were obtained by Blijlevens et al. when SAT was performed in a group of 18 patients
undergoing cytotoxic chemotherapy for newly diagnosed AML or MDS [13]. Another small
study on 20 leukemic patients has shown a trend toward increased intestinal permeability
before the chemotherapy compared to healthy volunteers [32]. SAT is the reference test
to assess intestinal permeability but has its limitations, i.e., it cannot distinguish between
increased tight junction permeability and epithelial cell damage. Other disadvantages are
the troublesome need for 6 h urine collection and the risk of diarrhea induction. Because
of this, SAT did not become useful in clinical practice. In our research, we wanted to
explore other potential intestinal permeability biomarkers for allo-HCT recipients. In
recent years, zonulin has become one of the most popular tests for assessing leaky gut
in many conditions [25-27]. However, it seems that zonulin release is not always the
major mechanism responsible for the increase in intestinal permeability. To the best of our
knowledge this was the first attempt to evaluate zonulin concentrations in the allo-HCT
setting; however, our findings did not show any association between the permeability assay
and zonulin concentrations. Surprisingly, zonulin concentration was elevated before the
start of the conditioning in a majority of the patients (88%) and dropped significantly on
day +7 after the HCT. In the subgroup of the patients who developed aGVHD, zonulin
concentrations were lower than those without aGVHD, although this was not statistically
significant. So far, these results are difficult to interpret. One possible explanation is that
intensive conditioning before allo-HCT leads to the destruction of enterocytes and therefore
impedes zonulin release. Zonulin’s role in the development of intestinal barrier disruption
and aGVHD in the allo-HCT setting needs more evaluation, possibly by evaluating and
comparing serum and faecal zonulin concentrations before and after the conditioning.

Fecal beta-defensin-2 is an established intestinal inflammation marker that was used
in several clinical trials mainly in the pediatric population to asses to effect of dietary
interventions on infant colic [33], intestinal barrier permeability [34], and the occurrence
of atopy [35] and infectious diseases [36]. To the best of our knowledge, beta-defensin-
2 was not previously assessed in the allo-HCT patients. In our study, beta-defensin-2
levels decreased in the post-transplant period, although it was not statistically significant
(probably due to the very small sample size for this evaluation). Data from in vitro and
animal model studies [27,28] shows a beta-defensin-2 protective function during intestinal
barrier damage, so it might be assumed that the lack of beta-defensin-2, possibly due to
the damage of the intestinal epithelium, adds to the further gut barrier disruption in our
patients. However, this assumption needs further evaluation.

A total of 58% of our patients experienced infectious complications within the first
30 days after allo-HCT, and 29% had a bacterial infection confirmed by a positive blood
or urine culture. In addition, we had seen a trend showing that the risk of bacterial com-
plications was augmented when patients had a higher increase in intestinal permeability
(as ALMR) which would confirm the results from previous studies on intestinal barrier
integrity after allo-HCT, showing that decreased microbiota diversity in the peritransplant
period increased the risk of bacteriemia [2], pulmonary infiltration [7], and transplant
related mortality after allo-HCT (mainly aGVHD and infections) [8].
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An aGVHD diagnosis is based on clinical symptoms confirmed by histopathological
evaluation. However, the diagnosis could be problematic because GVHD symptoms are
similar to other common transplantation complications such as infections or drug toxicity.
Therefore, in recent years, there has been a tremendous interest in searching for GVHD
biomarkers that could facilitate the diagnosis. One of the potential markers is faecal
calprotectin. In our study, 16 patients were diagnosed with aGVHD (cutaneus in 11, hepatic
in two, and intestinal in three). Calprotectin concentrations for the whole group of patients
after allo-HCT were within the normal range along the transplantation period, but the
aGVHD subgroup of patients in which calprotectin was evaluated (n = 6) had significantly
higher median calprotectin concentrations at day +7 compared with the patients without
this complication. This is in accordance with the latest metanalysis of 10 studies involving
494 patients, which showed an increase in the median calprotectin level in patients with
GI-GVHD compared to non-GI-GVHD patients [37].

In our study, 71% of patients developed mucositis, with 43% of grades III and IV.
Mucositis was associated with myeloablative conditioning, a recognized risk factor for
mucositis development [38,39] but not with intestinal permeability expressed as LMR and
stool biomarkers.

Most of our patients had a disrupted intestinal barrier before the conditioning, which
was associated with older age and higher HCT-CI. Increased intestinal barrier permeability
assessed as LMR on day —7 preceded further gut barrier disruption expressed as ALMR and
on subsequent days occurrence of bacterial infections. In our study, zonulin, calprotectin
and beta-defensin-2 concentrations did not correlate with intestinal permeability expressed
as LMR. This data is mostly preliminary and the role of faecal markers in the assessment of
intestinal barrier permeability needs further investigation.

4. Materials and Methods
4.1. Patients

Fifty-one patients undergoing allo-HCT at the Department of Hematology, Transplan-
tation and Internal Medicine, University Clinical Center, Medical University of Warsaw,
Poland, who consented to participate in the study and sample collection was feasible
were enrolled in the study between September 2017 and December 2021. Thirty-seven
underwent myeloablative conditioning, and 14 underwent reduced intensity conditioning
(RIC). Prophylaxis against GVHD among myeloablatively conditioned patients consisted
of cyclosporine A (CsA) and four doses of methotrexate (MTX) (n = 28), CsA switched
to tacrolimus (TAC) (n = 2), TAC, mycophenolate mofetil (MMF) and cyclophosphamide
(n = 2). Anti-thymocyte globulin (ATG; 5 mg/kg/day for 2 consecutive days) was given
when stem cells from an unrelated donor were used, together with CsA, MTX followed by
TAC (n=2), CsA and MMF (n = 1), TAC and MTX (n = 1) and TAC with MMF in one patient.

In RIC patients, CsA with a course of MTX (n = 11) or CsA together with MMF (n = 2)
and TAC with MMF (n = 1) were used.

Further details regarding patient characteristics and the allo-HCT procedure are given
in Table 4.

Table 4. Patients characteristics (n = 51).

Age in years, median (range) 54.0 (19-67)
Male sex, n (%) 23 (45)
Performance Status, n (%)
0 30 (59)
1 21 (41)
Conditioning treatment, n (%)
myeloablative 37 (73)
RIC 14 (27)
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Table 4. Cont.

Age in years, median (range) 54.0 (19-67)
GVHD prophylaxis regimen, n (%)
CSA/MTX 39 (76)
other 12 (24)
Disease, n (%)

Acute leukemia 32 (63)

Aplastic anemia 3 (6)
Myelodysplastic syndrome 6(12)

Chronic myeloid leukemia 3 (6)
Others * 7 (13)

Disease status before transplantation, n (%)

CR 28 (54)

CR, MRD(+) 9 (18)

PR 5 (10)

PD 2(4)

Chronic phase 2 (4)
Transplantation upfront 5(10)

Complications, n (%):

infections within 30 days (included FN): 30 (58)
confirmed bacterial infection 15 (29)
aGvHD 16 (31)

aGvHD grade Il and IV 6(12)
mucositis 36 (71)
mucositis grade IIl and IV 22 (43)

Note. Data are median or number of patients. * myelofibrosis (n = 2), MonoMac Syndrome n = 1, Blastic
plasmacytoid dendritic cell neoplasm n = 1, Chronic Lymphocytic leukemia n = 1, Chronic myelomonocytic
leukemia n = 2. Abbreviations: FN (febrile neutropenia), CsA (cyclosporine A), MTX (metothrexate), RIC (reduced
intensity conditioning), aGvHD (acute graft versus host disease), CR (complete remission), MRD + (molecular
residual disease), PR (partial remission), PD (progressive disease).

4.2. Methods

Before starting the conditioning regimen (day —7), a differential sugar absorption
test (SAT) with mannitol and lactulose was performed, and a urine sample was taken
to determine the lactulose to mannitol ratio. SAT and urine collection were repeated on
day +7. Stool samples were taken for the zonulin, calprotectin and beta-defensin-2 level
determination on days —7, +7, +14 and +21 after allo-HCT. Faecal and urine samples were
stored until the analysis at —80 °C. The material was transported under suitable conditions
to the analysis site at the Department of Biochemistry and Human Nutrition of Pomeranian
Medical University in Szczecin.

4.2.1. Sugar Absorption Test

Forty five patients participated in the SAT part of the study, while six patients did not
agree to participate or met exclusion criteria for SAT. The test depends on the difference in
pathways of gut absorption for lactulose and mannitol [40]. If intercellular tight junctions
are damaged or relaxed, urinary excretion of lactulose, which is absorbed primarily through
a paracellular pathway, increases relative to mannitol, which is transcellularly absorbed.
Therefore, the differential sugar absorption test can be regarded as a direct marker of
intestinal permeability. The test began in the morning and was preceded by an 8 h fast.
First, each participant was asked to empty their bladder and subsequently drink 500 mL of
a water solution containing 7.5 g lactulose and 2 g mannitol. For the next 6 h, participants
were allowed to eat, except for specified foods (milk and dairy products, simple sugars,
high doses of vitamin C and mannitol), and were asked to collect all urine passed into
one container. Finally, 400-uL aliquots of urine from the collection container were assayed.
These 400-pL urine aliquots were mixed with 40 pL of an internal standard (myo-inositol,
20 mg/mL) and evaporated to dryness by lyophilization. Next, 200 uL. of anhydrous
pyridine in hydroxylamine (25 mg/mL) was added, mixed, and heated to 70 °C for one
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hour. The sample was then centrifuged at 800x ¢ for 5 min, and 200 puL of supernatant
was collected. Next, sugars were silylated with 100 pL of N-trimethylsilylimidazole for
30 min at 70 °C and assayed by gas chromatography. Gas chromatography was performed
with an Agilent Technologies 7890A GC System and capillary column (15 m x 0.530 mm,
1.50 um; Supelco, Bellefonte, PA, USA). Chromatographic conditions included an initial
temperature of 220 °C for 5 min, increased at a rate of 10 °C/min for 2 min, 5 °C/min for
4 min, and 3.5 °C/min for 4 min to a final temperature of 274 °C, which was maintained
for 7 min. The total time was approximately 22 min, and hydrogen was the carrier gas.
Lactulose, mannitol, and myo-inositol were identified by comparing their retention times
with those of commercially available standards.

4.2.2. Stool Concentrations of Zonulin, Calprotectin and Beta-Defensin-2 Assays

The concentration of zonulin, calprotectin and beta-defensin-2 in stool were deter-
mined with a competitive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Immundiag-
nostik AG, Bensheim, Germany) following the manufacturer’s protocol. Assay plate wells
from the kits were coated with polyclonal antibodies; zonulin in the stool samples was
conjugated to a biotinylated zonulin tracer and then immobilized on the plate. Calprotectin
and beta-defensin-2 in the stool samples were conjugated to a peroxidase labelled conjugate.
Tetramethylbenzidine (TMB) was used as a substrate for peroxidase. Finally, an acidic stop
solution was added to terminate the reaction. The absorbance was measured by a photometer
at 450 nm. A dose-response curve of the absorbance unit (optical density, OD at 450 nm) vs.
concentration was generated using the values obtained from the standard [41-43]. Due to the
lack of compliance in stool collection, zonulin concentration was evaluated in 32 patients,
calprotectin in 31 patients, and beta-defensin-2 in 14 patients.

4.2.3. Reference Limits

We have established internal upper reference limits of the lactulose to mannitol ratio
(LMR) as <0.035, referring to previous studies and the group experience [40,44]. Calpro-
tectin levels in stool <50 pg/mL were regarded as normal, 50-100 pg/mL as borderline
positive and >100 pg/mL as positive [45]. For zonulin stool concentrations, the normal
range is <30 ng/mL, referring to previous studies and our own experience [44]. For
beta-defensin-2, the normal range is considered to be 8-60 ng/mL [42].

4.2 4. Statistical Analysis

Results were presented as mean with standard deviation or as median with interquar-
tile range (IQR) or extreme values regarding fulfillment criteria of normal distribution.
Categorical variables were presented as numbers or numbers with the occurrence. The
normality of investigated variables was checked with the Shapiro-Wilk test. For correlation
assessment, the Spearman test or point-biserial correlation was performed. Differences
between variables were analyzed with a T-test for parametric data, otherwise with a U-
Mann-Whitney or Wilcoxon test in view of the dependency of variables. Differences in
categorical data were analyzed with Chi2 or Fisher’s exact test if the number of observations
was low. To compare more than two nonparametric dependent variables, a Friedman'’s
ANOVA test was used. Missing data were not substituted, but data available for each
analysis were used. Two-tailed p < 0.05 was considered significant. For statistical analysis,
Statistica 12 software (StatSoft Polska, Cracow, Poland) was used.

5. Conclusions

Most patients undergoing allo-HCT had a disrupted intestinal barrier and increased
intestinal permeability measured as LMR after SAT before the start of the conditioning
therapy. HCT conditioning caused further damage to the gut epithelium and led to the
increase in intestinal permeability measured as ALMR. We did not find any association
between permeability assay and zonulin, calprotectin or beta-defensin-2 concentrations.
We confirmed the role of faecal calprotectin as a marker for aGVHD development. The role
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of zonulin and beta-defensin-2 in increased intestinal permeability after allo-HCT requires
further research.
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Allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) remains the sole curative option for many hemato-
logical malignancies and other diseases. Nevertheless, its application is limited due to the risk of life-threatening
complications, mainly graft-versus-host disease (GVHD). Currently, in clinical practice, the risk of developing
GVHD is estimated for every patient based on factors related to the donor and the host. In our prospective,
observational study, we analyzed serum from 38 patients undergoing allo-HCT at our institution. We compared
the metabolic profiles of patients who developed acute GVHD (aGVHD) with those without such complication by
identification and comparison of metabolites masses on the XCMS platform. We observed that patients diagnosed
with aGVHD had different metabolic profiles compared to the remaining patients and this alteration was
noticeable already 7 days before the procedure. We identified dysregulated metabolites involved in bile acid
transformation and cholesterol synthesis. Our study of the untargeted metabolome in allo-HCT recipients has
revealed a potential link between lipid metabolism, specifically involving bile acid transformation and choles-
terol synthesis, and the development of aGVHD. This finding might be an important indication for future research
focused on understanding GVHD development, discovering prediction models, and investigating possible pro-
phylactic interventions.

1. Introduction

pre-transplant metabolic profiles in patients who eventually developed
acute GVHD (aGVHD) [6,7]. Other studies showed that in the

Allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) remains
the only curative option for many hematological malignancies and other
diseases. Still, its application is limited due to the risk of life-threatening
complications, mainly graft-versus-host disease (GVHD). So far, the risk
of developing GVHD is estimated for every patient based on clinical
factors e.g. HLA mismatch, gender disparity, older age of the donor and/
or recipient, stem-cell source, alloimmunization of the donor and
Cytomegalovirus and Epstein Barr virus seropositivity [1]. In the past
few decades, proteomic studies revealed several plasma biomarkers of
GVHD development [2-4] but the latest approach aimed at biomarkers
discovery is non-targeted metabolomics. The metabolomic analysis
evaluates global changes in amino acids, carbohydrates, lipids, nucleo-
tides, and microbiome metabolism [5]. Two studies showed different

* Corresponding author.
E-mail address: martyna.tyszka@wum.edu.pl (M. Tyszka).

https://doi.org/10.1016/j.leukres.2024.107435

post-transplant period changes in stearic and palmitic acids metabolism
[8], microbiota-derived metabolites [9], ornithine, arginine, and proline
metabolism pathway [10] were associated with aGVHD development.

In our study, we evaluated the metabolic profiles during the peri-
transplantation period, of 38 patients of which 15 developed aGVHD.
We used untargeted metabolomics based on the identification and
comparison of masses of the different metabolites on the XCMS plat-
form. We observed that patients diagnosed with aGVHD had different
metabolic profiles compared to the remaining patients and such change
was visible already 7 days before the procedure. We identified dysre-
gulated metabolites involved in bile acid transformation and cholesterol
synthesis.
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2. Material and methods
2.1. Patient selection and sample collection

Thirty-eight patients undergoing allo-HCT at the Department of
Hematology, Transplantation and Internal Medicine, University Clinical
Center, Medical University of Warsaw, Poland, who consented to
participate in the study and donated serum samples on days — 7, + 7,
and + 21, to be frozen and stored, were enrolled between September
2017 and December 2021. Twenty-seven patients underwent myeloa-
blative conditioning, and 11 underwent reduced-intensity conditioning
(RIC). The procedure of gut decontamination was not practiced. Statins
or fibrates were not prescribed to the patients even in the case of
atherogenic dyslipidemia because of the risk of interactions with drugs
used in the peri-transplantation period.

Prophylaxis against GVHD among myeloablatively conditioned pa-
tients consisted of cyclosporine A (CSA) and four doses of methotrexate
(MTX) (n = 17), CSA switched to tacrolimus (TAC) (n = 1), TAC,
mycophenolate mofetil (MMF) (n = 1), CSA, TAC, MTX, n = 3, CSA, TAC
n = 1. Anti-thymocyte globulin (ATG; 5 mg/kg/day for 2 consecutive
days) was given when stem cells from an unrelated donor were used,
together with CSA, MTX followed by TAC (n = 2), TAC, and MTX (n =
2). In RIC patients, CSA with a course of MTX (n = 8) and TAC with MMF
(n = 1), TAC with MTX (n = 1), and CSA with MMF (n = 1).

All patients remained on the hospital diet designed for allo-HCT re-
cipients, which is without fresh fruits and vegetables and lactose-free.
There was no obligation of overnight fasting. Serum samples were
taken at days — 7, + 7, + 21 after allo-HCT, before the breakfast at
6:00-6:30 a.m. The samples were later stored at — 80 °C, and trans-
ported to the analysis site under suitable conditions. Fifteen patients
developed aGVHD and 23 patients remained free from this complication
and are described as a non-aGVHD group. Further details regarding
patient characteristics with factors potentially influencing lipid meta-
bolism as Body Mass Index (BMI) and past medical history (including the
presence of diabetes, hypercholesterolemia, and hypertriglyceridemia)
and details regarding the allo-HCT procedure are given in Table 1.

2.2. Preparation of material for analysis

200 pl of serum was added to a mixture of 200 ul methanol with 200
ul acetonitrile. The sample was shaken at 2000 rpm at 4 °C for 30 min to
dissolve the metabolites in the solution and precipitate the protein. In
the next step, the samples were centrifuged for 4 min at a speed of 4000
rpm and a temperature of 4 °C. After the samples were centrifuged, the
supernatant was transferred into the chromatography tubes through a
0.22 um syringe filter. The prepared samples were analyzed on the same
day by liquid chromatography-mass spectrometry. QC samples were
prepared by mixing 10 test samples in equal proportions and prepared in
the same way as the test samples.

2.3. Liquid chromatography-mass spectrometry analysis

The analysis was carried out on an ExionLC liquid chromatograph
equipped with a binary pump, autosampler, and column thermostat
coupled with a Triple TOF 6600 + mass spectrometer (Sciex, Framing-
ham, MA, USA). The separation was carried out on a Phenomenex
Luna® Omega 1.6 um polar C18 150 x 2.1 mm column for 55 min in
gradient separation. The mobile phases were: Phase A - Water with 10
mM ammonium acetate, Phase B - acetonitrile with 0.1% formic acid.
The column injection was 2 pl and the column temperature was 25 °C.
The phase flow was 0.2 ml/min. Spectral analysis was performed in
positive ion mode with a capillary voltage of 5500 V and temperature
400 °C. The spectrometer collected spectral data in SWATH mode.
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2.4. Analysis of the results

Untargeted metabolomics is based on the identification and com-
parison of masses on the XCMS platform. Data files obtained from the
spectral analysis were uploaded to the XCMS platform, keeping the di-
vision into groups. In the next step, a new task was created in which the
analyzed data groups were combined with a data analysis method
compatible with the type of spectrometer and the separation method.
XCMS is a database that analyzes raw mass spectrometry spectra and
then identifies the compounds contained in them. In the next step, a
statistical analysis of the identified compounds was performed based on
the areas of the spectral peaks. Therefore, the obtained result contains
only those metabolites that differ significantly between groups [11].
Basic parameters of the method: the level of p < 0.05 was assumed as a
significant difference and the p-value threshold for highly significant
features was p < 0.01. The maximal tolerated m/z deviation was 6 ppm
and the fold change threshold was 1.5.

3. Results

3.1. Changes in serum metabolites on days — 7, + 7, and + 21 after
transplantation

In total; dysregulations of 418 metabolites on day — 7, 388 metab-
olites on day + 14, and 378 metabolites on day + 21 were observed as
presented in Fig. 1. The greatest metabolic dysregulations are observed
in the serum of aGVHD group compared with the non-aGvHD group on
day 7 before allo-HCT. This is evidenced by the largest number of dys-
regulated metabolites (418 features) and the largest vesicle diameters
compared to the other graphs. Most of the features on the plots were
downregulated compared to the non-aGVHD group. In addition, based
on the chromatographic separation, most of the dysregulated metabo-
lites are hydrophobic (late retention time).

3.2. Evaluation of serum metabolic profiles based on principal component
analysis scores plots

Principal component analysis (PCA) scores plots represent different
clusters of metabolites in patients with aGVHD and patients without this
complication. In Fig. 2a), b) and c) there are visible clear groupings that
indicate the presence of different metabolites between the non-aGVHD
and aGVHD group (aGVHD group features are clustered below non-
aGVHD features). Additional groupings in both aGVHD and non-
aGVHD groups indicate that some differences might result from other
confounding factors rather than solely aGVHD development.

3.3. Difference in metabolic profiles between aGVHD and non-aGVHD
patients

Table 2 shows identified metabolites that were significantly dysre-
gulated in aGVHD patients compared with the non-aGVHD group. The
identified pathways involve bile acid transformation and cholesterol
biosynthesis. Data from day — 7 and + 7 show upregulation of (25 R)—
5p-cholestane-3a,7x,12a,26-tetraol and downregulation of glycocholate
whereas on day 21 after allo-HCT we see additional dysregulation in
metabolites of the cholesterol synthesis pathway.

4. Discussion

Metabolomics is gaining growing interest across diverse research
areas, including pathophysiology, the analysis of biochemical pathways,
and the search for novel biomarkers. Metabolomics protocols involve
untargeted and targeted analysis. Liquid chromatography (LC)
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Table 1
Patients’ characteristics (n = 38).

Leukemia Research 137 (2024) 107435

Patient characteristic aGVHD non-aGVHD
n=15 n=23
Sex n (%)
woman 7 (47) 11 (48)
men 8 (53) 12 (52)
Age in years median (range)
52 (22-66) 54 (21-66)

Body Mass Index

Past medical history
Diabetes mellitus
Hypercholesterolemia
Hypertriglyceridemia
Type of conditioning
RIC

myeloablative

Type of graft

PBSC (fresh)

PBSC (frozen)

BM (fresh)

BM (frozen)

Amount of CD 34 + cells

PBSC

BM

Performance status

0

1

2-3

HCT-CI

<2

>2

GVHD prophylaxis regimen

CSA/MTX

TAC/MMF

ATG/CSA/MTX,

TAC/MTX
Cyclophosphamide/TAC/MMF
CSA/TAC/MTX

CSA/TAC

CSA/MMF

Disease, n (%)

Acute leukemia

Myelodysplastic syndrome

Aplastic anemia

Others *

Disease status before transplantation, n (%)
CR

CR, MRD(+)

PR

PD

Upfront

Treatment outcome and complications
Relapse Rate

Mortality within 100 days

Infection within 30 days
Microbiologically confirmed bloodstream infection
Suspected infection treated with antibiotics (including febrile neutropenia)

aGVHD
Onset

Grade

Tand II

1T and IV
Site affected
Gut

Skin

Liver

kg/m2, median (range)
24,9 (20,2 - 38,5)
n (%)

3(20)

4(27)

4(27)

n (%)

4(27)

11 (73)

n (%)

15 (100)

0(0)

0(0)

0(0)

Median (range)
x 10° per kg
7,15 (4,95 - 8,09_
X

n (%)

5(33)

10 (67)

0(0)

n (%)

13 (87)

2(13)

n (%)

11 (73)

0(0)

0(0)

1(7)

0(0)

2(13)

1(7)

0(0)

10 (67)
2(13)
0
3(20)

11 (73)
2(13)
2(13)
0

0

n (%)
3(20)
3(20)

6 (40)
13 (87)

Day after allo-HCT
median (range)
34,5 (19 -125)

n (%)

9 (60)

6 (40)

n (%)

3(20)

11 (73)

1(7)

24,1 (19,4 - 31,8)

0(0)
6 (26)
4(17)

7 (30)
16 (70)
n (%)
18 (78)
2(9)
3(13)
0(0)

7,05 (4,14 - 8,42)
1,02 (0,76 - 2,49)

16 (70)
7 (30)
0(0)

19 (82)
4(18)

14 (61)
2(9)
209
209
14
14
0(0)
1(4)

15 (65)
14
2(9)
5(22)

11 (48)
6(26)
14
2(8)
3(13)

7 (30)
14

6 (26)
13 (57)

Y

Note. Data are median or number of patients. * myelofibrosis (n = 2), MonoMac syndrome n = 1, Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm n = 1, Chronic
lymphocytic leukemia n = 1, Chronic myelomonocytic leukemia n = 2, Chronic myeloid leukemia n = 1.
Abbreviations: RIC (reduced intensity conditioning), PBSC (Peripheral blood stem cells), BM (bone marrow), HTC-CI (Hematopoietic Cell Transplantation-specific
Comorbidity Index), CSA (cyclosporine A), MTX (methotrexate), TAC (tacrolimus), MMF (Mycophenolate mofetil), ATG (Anti-thymocyte globulin), aGVHD (acute

graft versus host disease), CR (complete remission), MRD + (molecular residual disease), PR (partial remission), PD (progressive disease).
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Fig. 1. Cloud plot of changes in metabolic profiles of patients that developed aGVHD compared to non-aGVHD patients a) 7 days before the allo-HCT, b) on day + 7,
and c) on day + 21. Green bubbles represent the up-regulated features whereas the red ones represent the down-regulated features compared to patients without
aGVHD. Bubble diameter is proportional to fold change.
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Table 2

Serum metabolites differences of aGVHD group and non-GVHD group on days — 7, + 7, and + 21 after allo-HCT. *m/z = mass/charge.

Leukemia Research 137 (2024) 107435

Metabolite Metabolites /Pathways involved
Day — 7
(25 R)— 5p-cholestane-3u,7x,12x,26- Bile acid biosynthesis, neutral pathway
tetraol
glycocholate Bile acid biosynthesis, neutral pathway
Day + 7
(25 R)— 5p-cholestane-3u,7x,120,26- Bile acid biosynthesis,
tetraol neutral pathway
glycocholate Bile acid biosynthesis,
neutral pathway
Day + 21
(25 R)— 5p-cholestane-3a,7a,12x,26- bile acid biosynthesis,
tetraol neutral pathway
glycocholate bile acid biosynthesis,
neutral pathway
3-dehydro-4- methylzymosterol zymosterol
biosynthesis
5a-cholesta-8,24-dien-3-onezymosterol zymosterol
biosynthesis

Dysregulation Fold Change P m/z*

UP 2.5 0.00004 459.347
DOWN 5.5 0.0004 449.293
up 2.7 0.0001 459.347
DOWN 4.5 0.0002 449.293
upP 3 0.000006 459.347
DOWN 4.8 0.0002 449.293
DOWN 1.4 0.002 419.330
UP 1.6 0.002 405.3146

untargeted metabolomic, has high-throughput detection, which offers a
comprehensive and in-depth insight of metabolome and is regarded as
the basis for biomarker discovery [12].

In our preliminary study, we performed a non-targeted metabolome
analysis of the serum of the patients who underwent allo-HCT, focusing
especially on the patients who developed aGVHD. We observed that
patients diagnosed with aGVHD have different metabolic profiles
compared to the remaining patients and such change was visible already
7 days before the procedure. We also identified significant differences in
lipid pathways metabolism involving the bile acid transformations and
cholesterol synthesis. From the bile acid synthesis pathway, we observed
two related dysregulated metabolites: 5p-cholestane-3a,7a,12a,26-tet-
raol and glycocholic acid. 5p-cholestane-3a,7a,120,26-tetraol is one of
the intermediates in the bile acid biosynthesis pathway. It is converted
into 3a,7a,12a,26-tetrahydroxy-5-p-cholestane via cholestanetetraol 26-
dehydrogenase, one of the enzyme of cytochrome P450 [13]. Glyco-
cholic acid is a secondary bile acid, a product of bacterial biotransfor-
mation of primary bile acids by Bifidobacterium, Bacteroides,
Lactobacillus, and Clostridium in the intestines [14]. Our study revealed
that before and after allo-HCT, glycocholate was significantly
down-regulated in aGVHD group compared with non-aGVHD patients.
One of the possible explanations of such difference could be the dis-
rupted microbial composition, that is, dysbiosis present in those pa-
tients. There is a lot of evidence on the strong effect of the intestinal
microbiota and aGVHD development although this relationship is still
not fully understood. Early animal and human studies have shown that
germ-free conditions or gut decontamination can lead to a decrease in
aGVHD incidence [15-17] but later studies would not confirm these
results [18] and the practice of gut decontamination was abandoned in
most of the centers. Recently, it was observed that increased bacterial
diversity especially the abundance of anaerobic bacteria from the genus
Blautia is associated with reduced GVHD-related mortality [19], and the
loss of diversity is associated with transplant-related mortality such as
infection and GVHD [20,21]. Secondary bile acids are essential for the
modulation of the host immune functions [22-24] hence the loss of
glycocholate in our patients could be a simple marker of decreased
bacterial diversity on one hand and a risk factor for aGVHD development
on the other, although this needs further confirmation as the microbial
diversity was not evaluated in this study.

It is worth underlining that metabolic changes associated with
aGVHD were observed already before the allo-HCT. In another study
conducted at our center, evaluating the intestinal barrier in allo-HCT
recipients we also found that most of our patients had a disrupted in-
testinal barrier measured with the sugar-absorption test already before
the conditioning [25]. This suggests that observed changes after
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allo-HCT in the intestinal barrier or metabolome may not be solely
attributed to the transplantation itself, but rather result from complex
treatments including antibiotics and steroids administered in the
pre-transplant period. [26-28].

Glycocholic and its sodium anion glycocholate, are also involved in
the emulsification and absorption of fats. Downregulation of glyco-
cholate can be connected with improper fat metabolism [29]. Wu et al.
revealed that patients with high stearic acid/palmitic acid ratios on day
7 after allo-HCT were less likely to develop GVHD than patients with low
stearic/palmitic acid ratios [8]. Both stearic and palmitic acids, as
saturated fatty acids, can increase the synthesis of intracellular choles-
terol [30]. Our study revealed that cholesterol synthesis was dysregu-
lated on day + 21 after the allo-HCT procedure. We observed
downregulation of 3-dehydro-4-methylzymosterol and upregulation of
5a-cholesta-8,24-dien-3-onezymosterol which are metabolites of the
zymosterol (cholesterol intermediate) synthesis. Blaser et al. performed
a retrospective analysis of 761 patients who underwent allo-HCT from
1998 to 2008 and survived more than 100 days. In the first 2 years,
73.4% of patients developed hypercholesterolemia [31]. Several other
studies showed that the incidence of post-transplantation hyperlipid-
emia ranges from 11% to 58% [32] Hatfield et al. performed pretrans-
plant systemic lipidomic profiles of 92 allo-HCT patients. 69 lipid
metabolites differed significantly when compared to patients without
acute GVHD. Fifty-seven of the 69 metabolites were mono-, di- and
triacylglycerols, and the most significant metabolites were acylglycerols
[33]. The mechanism of dyslipidemia development in the allo-HCT re-
cipients is complex and the risk factors are age, proteinuria, obesity,
primary genetic lipid disorders, increased alcohol intake, hypogonad-
ism, and hypothyroidism [34]. However, the leading cause might be the
immunosuppressive treatment after allo-HCT,i.e. use of CSA, tacrolimus,
and especially systemic steroids that induce hyperglycemia and weight
gain but also directly affect lipid metabolism pathways. In our study,
93% of the patients in the aGVHD group received CSA treatment, 4 of
them received tacrolimus and 2 of them received high doses of meth-
ylprednisolone because of on early onset of aGVHD (before day +21).
Our finding of cholesterol dysregulation on day + 21 after allo-HCT is
therefore hard to interpret; whether it is a marker of metabolic dysre-
gulation proceeding aGVHD development or, in some cases, a compli-
cation from immunosuppressive therapy or early introduced
glucocorticoid therapy.

5. Conclusion

There are not many reports related to metabolic changes in patients
with aGVHD. Our study of the untargeted metabolome has revealed a
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potential link between lipid metabolism, specifically involving bile acid
transformation and cholesterol synthesis, and the onset of aGVHD. The
main limitations of the study are the small sample size, heterogenicity of
the groups and several uncontrolled potential confounding factors
regarding patients’ characteristics i.e. presence of obesity, dyslipidemia,
diabetes, and regarding treatment in the peri-transplantation period i.e.
antibiotics and immunosuppressants use. Also, it is uncertain if the re-
sults reflect the allo-HCT impact on a metabolic profile or rather char-
acterize the population of allo-HCT recipients and represent a risk factor
for aGVHD development. This study’s results need further research and
validation but they direct the research in two directions: one is to further
evaluate the relationship between aGVHD development and microbiota-
derived metabolites such as glycocholic acid to understand aGVHD
development and gain new tools for aGVHD prediction and monitoring.
Another direction is the prevention of metabolic dysregulation in allo-
HCT recipients e.g., hypolipidemic drugs or low-fat diet or aimed at
preserving microbial diversity e.g., early fecal microbiota trans-
plantation, prebiotics, and butyrate supplementation.
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8. Podsumowanie

W pracy przegladowej pt. ,,Advances in Intestinal Barrier Preservation and Restoration
in the Allogeneic Hematopoietic Cell Transplantation Setting ” (doi: 10.3390/jcm10112508),
dokonano przegladu dostgpnej literatury dotyczacej bariery jelitowej, skupiajac si¢ na opisie
struktury i funkcji prawidtowo funkcjonujgcej bariery jelitowej oraz dowodach na to, w jaki
sposob jej uszkodzenie 1 zwigkszona przepuszczalnos$¢ jelit wptywaja na wyniki leczenia
chorych po allo-HCT. Omoéwiono metody oceny przepuszczalnosci jelitowej i opisano
istniejace strategie terapeutyczne majace na celu ochrong bariery jelitowej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zachowania i przywracania prawidtowego 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 analizg
przepuszczalnosci jelit za pomoca SAT oraz ocene st¢zen markerdw uszkodzenia bariery
jelitowej, tj. zonuliny, kalprotektyny i beta-defensyny-2 w kale u pacjentow w okresie
okotoprzeszczepowym. Oceniono takze korelacje miedzy poziomem zonuliny, kalprotektyny
I beta-defensyny-2 w kale a przepuszczalnoscia jelit, a takze analizowano otrzymane dane W
kierunku korelacji z czestoscia wystepowania glownych powiktan po allo-HCT tj. aGVHD,
infekcji oraz zapalenia §luzowek. Glownymi ograniczeniami badania byla mata liczba
pacjentow, ktdra po przystgpieniu do badania dostarczyta komplet probek katu. U wigkszosci
pacjentow poddawanych allo-HCT zwigkszong przepuszczalnos¢ jelit mierzong jako LMR po
SAT obserwowano juz przed rozpoczgciem terapii kondycjonujacej. Zaobserwowano istotny
zwigzek miedzy podwyzszonym LMR przed allo-HCT a wysokim HCT-Cl. Zwickszenie
przepuszczalnosci jelitowej u kandydatow do allo-HCT jest prawdopodobnie spowodowane
stosowaniem antybiotykow, uszkodzeniem jelit w wyniku chemioterapii cytotoksycznej lub
naciekami biataczkowymi. Ustalenia te sa zgodne z wczes$niej opublikowanymi pracami na
chorych  poddawanych  chemioterapii  cytotoksycznej z powodu nowotwordw
hematologicznych?®4748 SAT jest testem referencyjnym do oceny przepuszczalnosci jelit, ma
jednak swoje ograniczenia, tj. nie pozwala na rozréznienie miedzy zwigkszong
przepuszczalno$cig potaczen $cistych a uszkodzeniem enterocytow. Inne wady to ucigzliwa
koniecznos¢ 6-godzinnej zbidrki moczu oraz ryzyko wywolania biegunki. Z tego powodu
SAT nie stat si¢ przydatny w praktyce klinicznej. Celem naszej pracy byla analiza innych
potencjalnych biomarkeréw przepuszczalnosci jelit u biorcow allo-HCT. W ostatnich latach
zonulina stata si¢ jednym z najpopularniejszych markerow shuzacych do oceny

przepuszczalnosci jelita w wielu schorzeniach. Wedlug naszej najlepszej wiedzy byta to
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pierwsza proba oceny stezen zonuliny w kale u biorcow allo-HCT, jednakze wyniki badania
nie wykazaly zwigzku pomigdzy testem przepuszczalnoSci, a stezeniem zonuliny w kale.
Niespodziewanie stezenie zonuliny w kale bylo podwyzszone przed rozpoczgciem
kondycjonowania u wigkszo$ci pacjentow (88%) i istotnie spadato w dniu +7 po allo-HCT.
W podgrupie pacjentow rozwijajagcych aGVHD stezenia zonuliny byly nizsze niz u tych bez
aGVHD, chociaz nie bylo to istotne statystycznie. Jak dotad te wyniki sg trudne do
interpretacji. Jednym mozliwym wyjasnieniem jest to, ze intensywne kondycjonowanie przed
allo-HCT prowadzi do zniszczenia enterocytow i tym samym zaburza uwalnianie zonuliny do
Swiatla jelita. Rola zonuliny w rozwoju uszkodzenia bariery jelitowej i aGVHD w kontekscie
allo-HCT wymaga dalszej oceny, mozliwej m.in. przez porOwnanie stezen zonuliny w
surowicy i kale przed i po kondycjonowaniu. Stezenie beta-defensyny-2 w kale to uznany
wskaznik stanu zapalnego jelit. O ile nam wiadomo, stezenie beta-defensyny-2 w kale nie
byto wczesniej oceniane u pacjentow poddawanych allo-HCT. W naszym badaniu mediana
stezenia beta-defensyny-2 byta nizsza w okresie po przeszczepieniu, w poroéwnaniu z
okresem przed kondycjonowaniem, chociaz nie bylo to istotne statystycznie
(prawdopodobnie ze wzgledu na bardzo malg liczbe probek do tej oceny). Dane z badan in
Vvitro i na modelach zwierzgcych wskazujg na funkcje ochronng beta-defensyny-2 podczas
uszkodzenia bariery jelitowej*°, dlatego mozna przypuszczaé, ze brak beta-defensyny-2, byé
moze jest spowodowany uszkodzeniem nabtonka jelitowego i przyczynia si¢ do dalszego
uszkodzenia bariery jelitowej u naszych pacjentoéw. Jednak ta hipoteza wymaga weryfikacji
w dalszych badaniach.

Lacznie 58% naszych pacjentow doswiadczylo powiktan infekcyjnych w ciagu
pierwszych 30 dni po allo-HCT, a 29% miato potwierdzong bakteryjng infekcje na podstawie
dodatnich hodowli probek krwi lub moczu. Ponadto zauwazono tendencje wskazujaca, ze
ryzyko powiktan bakteryjnych byto wigksze u pacjentow, u ktorych wystapit wigkszy wzrost
przepuszczalnosci jelitowej (wyrazonej jako ALMR), co potwierdza wyniki wezesniejszych
badan nad integralnoscig bariery jelitowej po allo-HCT, ktore wskazywaty, ze zmniejszona
roznorodno$¢ mikrobioty w okresie peritransplantacyjnym zwiekszata ryzyko bakteriemii®’,
infekcji ptuc® i $miertelnosci zwigzanej z przeszczepieniem po allo-HCT (gtéwnie aGVHD i
infekcje)®?.

Diagnoza aGVHD opiera si¢ na objawach klinicznych potwierdzonych oceng
histopatologiczng. Postawienie rozpoznania moze by¢ jednak problematyczne, poniewaz
objawy GVHD sa podobne do innych czestych powiklan wystepujacych w okresie

potransplantacyjnym, takich jak infekcje czy toksycznos$¢ lekéw. Dlatego tez w ostatnich
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latach istnieje ogromne zainteresowanie poszukiwaniem biomarkeréw GVHD, ktore
moglyby utatwi¢ diagnoze, a takze wyodrebnia¢ grupe chorych narazong na wyzsze ryzyko
wystapienia tego powiktania. Jednym z potencjalnych markeréw jest kalprotektyna w kale.
W naszym badaniu u 16 pacjentéw postawiono diagnoz¢ aGVHD. Stezenia kalprotektyny dla
catej grupy pacjentow po allo-HCT miescily si¢ w normie w trakcie calego okresu
transplantacji, ale podgrupa pacjentow z aGVHD, w ktorej oceniano stezenie kalprotektyny
miata istotnie wyzsze mediany stezen tego biomarkera w kale w dniu +7 w poréwnaniu z
pacjentami bez tej komplikacji.

Podsumowujac, wigkszos$¢ naszych pacjentow miata uszkodzong bariere jelitowa przed
kondycjonowaniem, co korelowato z wyzszym HCT-CI. Wzrost przepuszczalnosci bariery
jelitowej oceniany jako LMR w dniu -7 poprzedzat dalsze uszkodzenie bariery jelitowej
wyrazone jako ALMR, a w kolejnych dniach pojawienie si¢ infekcji bakteryjnych. W naszym
badaniu st¢zenia zonuliny, Kkalprotektyny i beta-defensyny-2 nie korelowaly z
przepuszczalnoscig jelit wyrazong jako LMR. Te dane sga gléwnie wstepne, a rola markerow
kalu w ocenie przepuszczalnosci bariery jelitowej wymaga dalszych badan.

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 analiz¢ metabolomu surowicy 38 pacjentow poddawanych allo-HCT, ze
szczegdlnym uwzglednieniem 15 pacjentow, u ktorych rozwineta sie aGVHD. Wykazano, ze
profil metaboliczny chorych z potwierdzong diagnozag aGVHD istotnie rozni si¢ od profilu
chorych bez tego powiktania i ta réznica widoczna jest juz na 7 dni przed transplantacja. W
kolejnym etapie zidentyfikowano metabolity, ktorych stezenie istotnie réznito si¢ miedzy
grupami, czyli metabolity szlakow lipidowych, obejmujacych przeksztalcenia kwasow
z6tciowych m.in. kwas glikocholowy oraz metabolity syntezy cholesterolu. Kwas
glikocholowy jest produktem transformacji pierwotnych kwasow zotciowych przez bakterie
jelitowe. W badaniu udowodniono, ze st¢zenie kwasu glikocholowego w surowicy bytly
istotnie nizsze w grupie z aGVHD zarowno przed jak i po allo-HCT, w poréwnaniu z
pacjentami bez aGVHD. Jednym z mozliwych wyjasnien takiej réznicy moze by¢ zaburzona
kompozycja mikrobiomu, czyli dysbioza obecna u tych pacjentow.

Glownymi ograniczeniami badania sg niewielka liczba probek, nichomogennos¢ grup
oraz obecno$¢ niekontrolowanych potencjalnych czynnikdéw zakldcajacych dotyczacych
pacjentoéw, takich jak otylos¢, dyslipidemia, cukrzyca, a takze zwigzanych z leczeniem w
okresie  okoloprzeszczepowym, takich jak stosowanie antybiotykéw 1 lekéw

immunosupresyjnych. Nalezy jednak podkresli¢, ze zmiany metaboliczne zwigzane z
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aGVHD byty obserwowane juz 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 postacig zwigkszonego LMR u
wigkszosci chorych takze obserwowano juz przed allo-HCT. Sugeruje to, ze zmiany
obserwowane po allo-HCT w barierze jelitowej lub metabolomie mogg nie by¢ wytacznie
przypisane samej transplantacji, lecz mozliwe, ze wynikaja z caloSci procedur
terapeutycznych, w tym antybiotykoterapii, chemioterapii cytotoksycznej i podawania
steroidow w okresie przedprzeszczepowym oraz lekéw immunosupresyjnych po allo-HCT.
Wyniki tego pilotazowego badania wymagaja dalszego potwierdzenia, ale kieruja one
badania w dwoch kierunkach: jeden to dalsza ocena zwiazku miedzy ryzykiem oraz
rozwojem aGVHD a metabolitami lipidowymi, oraz metabolitami pochodzacymi z
mikrobioty, takimi jak kwas glikocholowy, w celu glgbszego poznania etiopatogenezy
aGVHD 1 uzyskania nowych narz¢dzi do przewidywania 1 monitorowania aGVHD. Drugi
kierunek to zapobieganie dysregulacji metabolicznej u biorcow allo-HCT, przy pomocy m.in.
lekow hipolipidemicznych, niskottuszczowej diety Iub dazenia do zachowania r6znorodnosci
mikroorganizméw, np. poprzez wczesny transfer mikrobioty jelitowej od zdrowych dawcoéw

czy stosowanie prebiotykow.

9. Whioski

e Przepuszczalno$¢ bariery jelitowej jest zwiekszona u chorych poddawanych allo-HCT
juz w okresie przedtransplantacyjnym i ulega dalszemu zwigkszeniu po allo-HCT.

e Zwickszenie przepuszczalnosci bariery jelitowej wyrazonej jako LMR w moczu przed
allo-HCT byto istotnie wigksze u chorych ze wspotistniejacymi chorobami przewlektymi
(HCT-CI >2).

e Stezenie markerow uszkodzenia bariery jelitowej w kale nie koreluje z
przepuszczalnoscig bariery jelitowej oceniang przy pomocy SAT i wyrazong jako LMR.

e Podwyzszone stezenie kalprotektyny w kale w dniu +7 po allo-HCT jest potencjalnym
czynnikiem ryzyka/wskaznikiem wystapienia aGVHD.

e Chory, ktorzy rozwijaja aGVHD po allo-HCT maja odmienne profile metaboliczne od
chorych bez tego powiklania.

e Metabolity istotnie odrozniajace chorych, u ktorych wystapita allo-HCT to metabolity
szlaku kwasow zotciowych w dniach -7, +7, +21 oraz metabolity syntezy cholesterolu w
dniu +21.
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12.

Oswiadczenia wspoélautoréw

Prof. dr hab. med. Grzegorz Wtadystaw Basak Warszawa 25.01.2024

OSWIADCZENIE

Jako wspodtautor pracy pt Advances in Intestinal Barrier Preservation and Restoration in the
Allogeneic Hematopoietic Cell Transplantation Setting. J Clin Med. 2021 Jun 6;10(11):2508.
oswiadczam, ze moj wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badar oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: krytyczna rewizja i ostateczne poprawki pracy. Maj
udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako 10%.

Wktad Martyny Tyszki okreslam jako 80%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury oraz przygotowanie manuskryptu.

Jako wspdtautor pracy pt Increased Intestinal Permeability and Stool Zonulin, Calprotectin and
Beta-Defensin-2 Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell Transplantation Recipients. Int J Mol
Sci. 2022 Dec 15;23(24):15962. oswiadczam, ze modj wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:
przygotowanie koncepcji i metodyki , nadzér nad prowadzeniem badan, krytyczna rewizja i ostateczne
poprawki pracy. Méj udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako 7%.

Wktad Martyny Tyszki okreslam jako 65%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, uzyskanie zgody komisji bioetycznej oraz finansowania, nadzér nad zbieraniem
materiatu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych, przygotowanie i aktualizacja bazy danych,
analiza i interpretacja wynikéw, przygotowanie manuskryptu.

Jako wspotautor 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)
oswiadczam, ze moj wkfad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badar oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: krytyczna rewizja i ostateczne poprawki pracy. Méj
udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako 8%.

Wktad Martyny Tyszki okreslam jako 65%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, nadzér nad zbieraniem materiatu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych,
przygotowanie i aktualizacja bazy danych, analiza i interpretacja wynikow, przygotowanie manuskryptu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie wyzej wymienionych prac jako czesci rozprawy doktorskiej
lek. Martyny Tyszki.
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Prof. dr hab. n. med. Ewa Stachowska Szczecin 25.01.2024

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. Increased Intestinal Permeability and Stool Zonulin, Calprotectin and
Beta-Defensin-2 Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell Transplantation Recipients. (doi:
10.3390/ijms232415962) oswiadczam, ze mdj wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie
i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: krytyczna rewizja i
ostateczne poprawki pracy. Mdj udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako 2%.

Wktad Martyny Tyszki okreslam jako 65%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, uzyskanie zgody komisji bioetyczne] oraz finansowania, nadzdr nad zbieraniem
materiatu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych, przygotowanie i aktualizacja bazy danych,
analiza i interpretacja wynikow, przygotowanie manuskryptu.

Jako wspoétautor 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)
oswiadczam, ze méj wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: krytyczna rewizja i ostateczne poprawki pracy. M4j
udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako 2%.

Wktad Martyny Tyszki okreslam jako 65%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, nadzér nad zbieraniem materiatu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych,
przygotowanie i aktualizacja bazy danych, analiza i interpretacja wynikow, przygotowanie manuskryptu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie wyzej wymienionych prac jako czesci rozprawy doktorskiej
lek. Martyny Tyszki.

Gl

72



¢
e

ptk prof. dr hab. n. med. Arkadiusz Lubas Warszawa 2024-01-08
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OSWIADCZENIE

¥

Jako wspétautor pracy pt Increased Intestinal Permeability and Stool Zonulin, Calprotectin and

Beta-Defensin-2 Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell Transplantation Recipients. Int J Mol .

Sci. 2022 Dec 15;23(24):15962. oswiadczam, ze mdj wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: analiza
statystyczna, interpretacja wynikdw, krytyczna rewizja i ostateczne poprawki pracy. Méj udziat
procentowy w przygotowanie publikacji okredlam jako 10%.

Wktad Martyny Tyszki okreslam jako 65%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, uzyskanie zgody komisji bioetycznej oraz finansowania,.nadzér nad zbieraniem
materiatu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych, przygotowanie i aktualizacja bazy danych,
analiza i interpretacja wynikdw, przygotowanie manuskryptu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie pracy jako czesci rozprawy doktorskiej lek. Martyny Tyszki.
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dr n. med. i n. o zdr. Daniel Styburski Warszawa 25.01.2024

OSWIADCZENIE

Jako wspoétautor 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)
os$wiadczam, ze moj wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: krytyczna rewizja i ostateczne poprawki pracy. Mdj
udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako 2%.

Wktad Martyny Tyszki okre$lam jako 65%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, nadzér nad zbieraniem materiatu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych,
przygotowanie i aktualizacja bazy danych, analiza i interpretacja wynikéw, przygotowanie manuskryptu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie wyzej wymienionych prac jako czesci rozprawy doktorskiej lek.
Martyny Tyszki.
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dr n. med. Agnieszka Tomaszewska Warszawa 25.01.2024

OSWIADCZENIE

lako wspodtautorka 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)
oswiadczam, ze méj wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: krytyczna rewizja i ostateczne poprawki pracy.
Moj udziat procentowy w przygotowanie publikacji okrelam jako 2%.

Whktad Martyny Tyszki okreslam jako 65%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, nadzor nad zbieraniem materiatu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych,
przygotowanie i aktualizacja bazy danych, analiza i interpretacja wynikdw, przygotowanie
manuskryptu.

Wyrazam zgodg na wykorzystanie wyzej wymienionych prac jako czesci rozprawy doktorskiej lek.
Martyny Tyszki.
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Dr n. med. Jarostaw Bilinski Warszawa 25.01.2024

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. “Advances in Intestinal Barrier Preservation and Restoration in the
Allogeneic Hematopoietic Cell Transplantation Setting” J Clin Med. 2021 Jun 6;10(11):2508.
oswiadczam, 7e mdj wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: krytyczna rewizja i ostateczne poprawki pracy. Mdj
udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako 10%.

Wkiad Martyny Tyszki okreslam jako 80%, obejmowat on przygotowanie koncepgji i metodyki,
przeglad literatury oraz przygotowanie manuskryptu.

Jako wspétautor pracy pt Increased Intestinal Permeability and Stool Zonulin, Calprotectin and
Beta-Defensin-2 Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell Transplantation Recipients. Int J Mol
Sci. 2022 Dec 15;23(24):15962. oswiadczam, ze mo] wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: nadzor
nad prowadzeniem badan, krytyczna rewizja i ostateczne poprawki pracy. Méj udziat procentowy w
przygotowanie publikacji okreslam jako 5%.

Whkiad Martyny Tyszki okreslam jako 65%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, uzyskanie zgody komisji bioetyczne] oraz finansowania, nadzdr nad zbieraniem
materiatu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych, przygotowanie i aktualizacja bazy danych,
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oswiadczam, ze moj wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: krytyczna rewizja i ostateczne poprawki pracy. Moj
udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako 3%.

Whkiad Martyny Tyszki okreslam jako 65%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, nadzor nad zbieraniem materiatu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych,
przygotowanie i aktualizacja bazy danych, analiza iinterpretacja wynikow, przygotowanie manuskryptu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie wyze] wymienionych prac jako czesci rozprawy doktorskie] lek.
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Jako wspdtautor pracy pt. Increased Intestinal Permeability and Stool Zonulin, Calprotectin
and Beta-Defensin-2 Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell Transplantation Recipients. (doi:
10.3390/ijms232415962) oswiadczam, ze méj wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:
przeprowadzanie analiz laboratoryjnych, analiza wynikdw, wizualizacja wynikow, krytyczna rewizja i
ostateczne poprawki pracy. Moj udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako 10%.

Wktad Martyny Tyszki okreslam jako 65%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, uzyskanie zgody komisji bioetycznej oraz finansowania, nadzdr nad zbieraniem
materiatu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych, przygotowanie i aktualizacja bazy danych,
analiza i interpretacja wynikdw, przygotowanie manuskryptu.

Jako wspétautor pracy pt. Altered lipid metabolism in patients with acute graft-versus-host
disease after allogeneic hematopoietic cell transplantation. (doi:10.1016/].leukres.2024.107435)
oswiadczam, ze moj wkitad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: analiza i interpretacja wynikdw, krytyczna
rewizja i ostateczne poprawki pracy. Moj udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako
10%.

Whktad Martyny Tyszki okreslam jako 65%, obejmowat on przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, nadzér nad zbieraniem materiatu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych,
przygotowanie i aktualizacja bazy danych, analiza i interpretacja wynikdw, przygotowanie
manuskryptu.

Wyrazam zgode na wykorzystanie wyzej wymienionych prac jako czesci rozprawy doktorskie]
lek. Martyny Tyszki.
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Jun 6;10(11):2508, oswiadczam, ze moj wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji
stanowi: przygotowanie koncepcji i metodyki, przeglad literatury oraz przygotowanie
manuskryptu. Moj udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako 80%.

Jako wspoétautorka pracy pt. Increased Intestinal Permeability and Stool Zonulin,
Calprotectin and Beta-Defensin-2 Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell
Transplantation Recipients. Int J Mol Sci. 2022 Dec 15;23(24):15962, o$wiadczam, ze moj
wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i1 opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: przygotowanie koncepcji i metodyki,
przeglad literatury, uzyskanie zgody komisji bioetycznej oraz finansowania, nadzor nad
zbieraniem materialu i przeprowadzaniem analiz laboratoryjnych, przygotowanie i
aktualizacja bazy danych, analiza i interpretacja wynikow, przygotowanie manuskryptu. Mgj
udziat procentowy w przygotowanie publikacji okreslam jako 65%.

Jako wspotautorka pracy pt. Altered lipid metabolism in patients with acute graft-
versus-host disease after allogeneic hematopoietic cell transplantation. Leuk Res. 2024 Jan
5;137:107435, o$wiadczam, ze moj wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie
i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: krytyczna
rewizja i ostateczne poprawki pracy. M¢j udziat procentowy w przygotowanie publikacji

okreslam jako 65%.
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