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1. Wykaz stosowanych skrotow

CAR - chimeric antigen receptor / chimeryczny receptor antygenowy

CHOP - cyklofosfamid, doksorubicyna, winkrystyna i prednizon

CR - complete remission / catkowita remisja

CTL - limfocyty cytotoksyczne

EBYV - Epstein-Barr virus / wirus Epsteina-Barr

HCT - hematopoietic cell transplantation / przeszczepienie komorek
krwiotworczych

HL - Hodgkin’s lymphoma / chtoniak Hodgkina

KTR - kidney transplant recipient / biorca przeszczepu nerki

KTx - kidney transplantation / przeszczepienie nerki

LngTR - lung transplant recipient / biorca przeszczepu ptuc

LTR - liver transplant recipient / biorca przeszczepu watroby

LTx - liver transplantation / przeszczepienie watroby

NHL - non-Hodgkin lymphoma / choniak nie-Hodgkinowski

PTLD - post-transplantation lymphoproliferative disease / potransplantacyjna

choroba limfoproliferacyjna

R-CHOP - rytuksymab, cyklofosfamid, doksorubicyna, winkrystyna i prednizon

RTX - rytuksymab

SOT - solid organ transplantation / przeszczepienie narzagdu migzszowego

SOTR - solid organ transplant recipient / biorca przeszczepu narzadu migzszowego

TAC - takrolimus

TLI - tumor infiltrating lymphocytes / limfocyty naciekajace nowotwor

TME - tumor microenvironment / mikrosrodowisko nowotworu






2 . Streszczenie w jezyku polskim

Wstep

Potransplantacyjna choroba limfoproliferacyjna (PTLD) dotyczy o0séb po
transplantacji narzadéw migzszowych (SOT) lub komérek krwiotworczych (HCT).
Czestos¢ PTLD jest najwicksza wsrod biorcow przeszczepéw wielonarzadowych i
fragmentow jelita, nastgpnie ptuc, trzustki, watroby, serca, a najnizsza wsrdd biorcow
przeszczepu nerki. Powszechnie uwaza si¢, ze jednymi z gtownych czynnikéw ryzyka sa
kumulatywna dawka immunosupresji, rozumiana jako intensywnos¢, ale przede wszystkim
dlugo$¢ leczenia immunosupresyjnego oraz infekcja wirusem Epsteina-Barr (EBV).
Nalezy podkresli¢, ze pomimo stosowania nowych terapii hematologicznych, §miertelno$¢
w tej grupie pacjentdw jest nadal bardzo wysoka. Wynika to z niespecyficznych objawow
1 trudno$ci diagnostycznych jak oraz szybkiego przebiegu tej choroby u o0sob po
przeszczepieniu, ktdrzy otrzymuja leczenie immunosupresyjne.

Z punktu widzenia czgsto$ci wystepowania na tle populacji ogélnej, PTLD mozna
zaklasyfikowa¢ de facto jako chorobe rzadka. Obecnie nie dysponujemy
satysfakcjonujagcymi danymi epidemiologicznymi, bowiem stosunkowo mata czgstosé
choroby a z drugiej strony duza liczba o$rodkow transplantacyjnych na §wiecie, utrudniaja
zebranie 1 analize¢ odpowiednio istotnej statystycznie grupy pacjentow. Dlatego, kazdy

projekt dotyczacy badan nad tg chorobg jest tak wazny.

Metodologia

Do retrospektywnego badania obserwacyjnego witaczono biorcéw przeszczepdw
narzadow migzszowych, zardwno pediatrycznych, jak i dorostych, z histopatologicznie
potwierdzonym rozpoznaniem PTLD. Z badania wylaczono biorcow przeszczepow
komorek hematopoetycznych oraz pacjentdéw z rozrostami nie spetniajagcymi kryteriow
rozpoznania PTLD.

Wszystkie dane pacjentow w tym dane przesylane z innych os$rodkow byty
zanonimizowane. UzyskaliSmy stosowne zgody Komisji Bioetycznej WUM (numery
AKBE/90/2022 oraz KB/75/2023).

Projekt zostal podzielony na etapy. Pierwsza cze$S¢ badania zostala
przeprowadzona ws$rod biorcow przeszczepu nerki lub watroby pozostajacych w okresie

2002-2017 pod opieka Kliniki Immunologii, Transplantologii i Choréb Wewngtrznych



(KITiChW) WUM. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane — patrz publikacja No 2 (str.
50).

Celem weryfikacji oraz poszukiwania ewentualnych kolejnych  zaleznosci,
przeprowadzono cze¢$¢ drugg badania, w ramach ktorej poza pacjentami KITIChW WUM
do wspotpracy zaproszono pie¢ osrodkow transplantacyjnych w Polsce, tj.:

a) Klinik¢ Nefrologii Transplantologii i Chorob Wewnetrznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego (prof. dr hab. n. med. Alicja Debska-Slizie, dr hab. n.
med Stawomir Lizakowski)

b) Klinike Nefrologii i Transplantologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu (prof. dr hab. n. med. Dorota Kaminska, dr n. med. Pawet
Poznanski)

c) Klinike Nefrologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie (prof. dr hab. n. med
Wojciech Zatuska, dr n. med. Izabela Zakrocka)

d) Klinik¢ Hepatologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego (prof. dr hab. n. med. Joanna Raszeja-Wyszomirska)

e) Slaskie Centrum Chordb Serca (dr hab. n. med. Marek Ochman, dr hab. n. med.
Anita Stanjek-Cichoracka)

Do etapu drugiego wlaczono biorcéw przeszczepow nerki, watroby lub ptuc, ktérym w
latach 2000-2023 rozpoznano PTLD. Istotno$¢ narzadowo-specyficznych czynnikéw
ryzyka zostata zbadana za pomocg analizy jedno- (dr Magdalena Zielenkiewicz) i
wieloczynnikowej (dr Wojciech Lesinski) - patrz publikacja No 3.

Zamieszczony w cyklu publikacji rozdzial monografii opisuje problematyke
zaburzen hematologicznych u SOTR, ze szczegdlnym uwzglednieniem PTLD.

Publikacja pogladowa bedaca w cyklu prac do doktoratu, miala na celu
poszukiwanie metod nowoczesnej diagnostyki a w nastgpnym kroku leczenia chorob
nowotworowych, w tym PTLD. Dlatego oceniona zostata przydatno$¢ biodruku 3D jako
narzedzia pozwalajacego bada¢ mikrosrodowisko nowotworéw, w tym rowniez PTLD
(publikacja 4).

Dzigki temu projektowi stworzona zostata baza danych obejmujaca do wrzesnia
2024 (tj. momentu wystania do publikacji pracy nr 3) 103 pacjentow z potwierdzonym
PTLD sposrod okoto 13 263 pacjentow po przeszczepieniu nerki, watroby lub ptuc, ktorzy
w badanym okresie otrzymali przeszczep w 6 osrodkach biorgcych udzial w badaniu. Baza
jest caly czas uzupetniana zaréwno, jesli chodzi o liczbe pacjentdw (obecnie 128) jak i

dane.



Wyniki

1. Dynamika rozwoju PTLD, rézni si¢ mi¢dzy biorcami nerki, watroby 1 ptuc. LngTRs
rozwijaja PTLD najwczes$niej (mediana 5 miesigcy po LngTx), KTRs najpozniej
(mediana 117 miesiecy po KTx, p <0.001).

2. Stwierdzono, ze wsérod KTRs najwazniejszym czynnikiem ryzyka jest wiek w
momencie przeszczepienia (HR = 1.04, 95% CI 1.01 - 1.07, p = 0.003). Jest to rowniez
czynnik niekorzystny rokowniczo (HR = 1.03, 95% CI 1.00 - 1.07, p = 0.045). W
publikacji No. 2 istotnymi czynnikami ryzyka dla KTRs byly pte¢ meska (p = 0.029),
stosowanie takrolimusu (TAC, p = 0.002) i wiek > 45 lat w momencie KTx (p = 0.004).

3. Wéréd LTRs, pacjenci przyjmujacy TAC rozwijali PTLD po6zniej (HR = 0.21, 95% CI
0.05 - 0.95, p = 0.042), natomiast przezycie byto gorsze u pacjentdw z z rozpoznanym
PTLD o typie hiperplazji plazmocytowej (HR = 10.2, 95% CI1 2.2 — 47.48, p = 0.003).

4. Wsrod SOTR stwierdzono niekorzystny wplyw ATG, na przezycie pacjentow (zarOwno
jako indukcji, jak 1 w leczeniu ostrego odrzucania, odpowiednio p < 0.001 i p = 0.004),
korzystna natomiast byta ograniczona posta¢ choroby (Lugano I, p = 0.005) i leczenie
operacyjne (p = 0.014).

5. Biodruk 3D wydaje si¢ by¢ technologia, ktéra pozwala na badania mikrosrodowiska
nowotworow, ocen¢ nowych metod leczenia oraz moze mie¢ potencjalne zastosowanie

w PTLD.

Whioski

Czynniki ryzyka oraz dynamika rozwoju PTLD r6znia si¢ w zalezno$ci od rodzaju
przeszczepionego narzadu. Na podstawie naszych badan, najwigksze ryzyko rozwoju
PTLD dotyczy LngTRs, nastepnie posrednie LTRs, a najnizsze KTRs Wsrod KTRs
najwigksze ryzyko dotyczy pacjentow starszych w momencie przeszczepienia, plci
meskiej, stosujacych TAC. Wérdéd LTRs najwigksze ryzyko dotyczy pacjentdw leczonych
cyklosporyng. Pozytywnymi czynnikami istotnymi rokowniczo ws$réd SOTR byta
ograniczona posta¢ choroby (Lugano I) i operacyjne usunigcie ograniczonych zmian,
negatywny efekt miato stosowanie ATG. Badania prowadzone w przysztosci powinny
uwzglednia¢ narzadowo-specyficzne analizy. Utworzona na potrzeby tego projektu baza
danych pacjentow z PTLD po transplantacji na terenie Polski, jest dobrym punktem wyjscia
do dalszych badah naukowych nad chorobg. Biodruk 3D wydaje si¢ by¢ technologia, ktora

postuzy do badan nad PTLD i skuteczno$cig nowych metod leczenia.



3. Streszczenie w jezyku angielskim

Introduction

Post-transplantation lymphoproliferative disease (PTLD) affects solid organ and
hematopoietic cell transplant recipients. PTLD is most frequent in multiorgan and intestinal
transplant recipients, through lung, pancreas, liver, and heart transplant recipients and the
lowest in kidney transplant recipients. It is widely accepted, that the intensity and duration
of immunosuppressive treatment otherwise known as the cumulative dose of
immunosuppression as well as EBV infection are the most important risk factors. Despite
novel treatment modalities, the disease still possesses high mortality rates, owing to non-
specific symptoms, difficult diagnostics and rapid progression in immunosuppressed
patients.

Through the scope of its overall frequency in the general population, we can
recognize PTLD as a rare disease. Currently we do not possess satisfactory epidemiological
data, as the low frequency of the disease combined with the high number of transplantation
centers worldwide make it difficult to assemble large cohorts suitable for analysis. Thus

each research project focusing on PTLD is so valuable.

Methodology

Solid organ transplant recipients (SOTRs), both paediatric and adult, with
histologically confirmed PTLD were included in this retrospective observational research.
Hematopoietic cell transplant recipients as well as patients with lesions not meeting the
diagnosis criteria of PTLD were excluded from this study.

All patient data were anonymized, including the data received from other
participating transplantation centers. The required approvals of the Bioethics Committee of
the Medical University of Warsaw were collected (No. AKBE/90/2022 and No.
KB/75/2023).

The project was divided into two stages. The first stage was conducted on kidney
(KTRs) and liver transplant recipients (LTRs) who were under observation at the
Department of Immunology, Transplantation and Internal Medicine MUW in a time period
between 2002 and 2017. The results were published (publication No. 2, page 50).

In order to verify the results of the first stage of the project and to possibly discover new
insights, the second stage of the project was conducted. Five additional Polish

transplantation centers were invited to participate in this stage:



a) Department of Nephrology, Transplantation, and Internal Medicine, Medical
University of Gdansk (prof. dr hab. n. med. Alicja Debska-Slizien, dr hab. n. med
Stawomir Lizakowski)

b) Department of Nephrology and Transplantation Medicine, Wroclaw Medical
University (prof. dr hab. n. med. Dorota Kaminska, dr n. med. Pawet Poznanski)

c) Department of Nephrology, Medical University of Lublin (prof. dr hab. n. med
Wojciech Zatuska, dr n. med. Izabela Zakrocka)

d) Department of Hepatology, Transplantation and Internal Medicine, Medical
University of Warsaw (prof. dr hab. n. med. Joanna Raszeja-Wyszomirska)

e) Silesian Center for Heart Diseases (dr hab. n. med. Marek Ochman, dr hab. n. med.
Anita Stanjek-Cichoracka)

Kidney, liver and lung transplant recipients with histologically verified PTLD
diagnosed between 2000 and 2023 were included in this stage. The significance of organ-
specific risk and prognostic factors was analyzed using univariate (dr Magdalena
Zielenkiewicz) and multivariate analysis (dr Wojciech Lesinski) (publication No. 3).

The monograph chapter included in this dissertation describes the clinical landscape of
hematological disorders in solid organ transplant recipients, with a particular focus on
PTLD. The review paper included in this dissertation aimed at researching novel diagnostic
and treatment modalities in neoplasms, and particularly PTLD. Thus, the viability of 3D
bioprinting in tumor microenvironment research (including PTLD) was assessed.

During this project we established a multicentre database, which as of September
2024 (the month paper No. 3 was submitted for review) contained the data of 103 patients
with confirmed PTLD out of a total of 13 263 kidney, liver or lung transplant recipients
from six participating transplantation centres. The database is continuously updated in

terms of the number of patients (currently 128) and data.

Results
1. The dynamics of PTLD development differ between kidney, liver and lung
transplant recipients. LngTRs were earliest to develop PTLD (median of 5 months
post-LngTx), KTRs developed PTLD latest (median of 117 months post-KTx, p <
0.001)



2. Age at transplantation was the most important risk factor for KTRs (HR = 1.04,
95% CI 1.01 — 1.07, p = 0.003). Additionally, age at transplantation was also
determined to be a negative prognostic factor (HR = 1.03, 95% CI 1.00 — 1.07, p =
0.045). In paper No. 2 male sex (p = 0.029), use of tacrolimus (TAC, p =0.002) and
age > 45 years at KTx (p = 0.004) were found to be significant risk factors among
KTRs

3. Among LTRs patients receiving TAC were later to develop PTLD (HR =0.21, 95%
CI 0.05 - 0.95, p = 0.042) and patient survival was inferior in patients diagnosed
with plasmacytic hyperplasia PTLD (HR =10.2, 95% C1 2.2 —47.48, p = 0.003).

4. Anti-thymocyte globulin (administered either as induction or as acute rejection
treatment, p < 0.001 and p = 0.004, respectively) was found to negatively impact
SOTR survival. Focal disease (Lugano I, p = 0.005) and surgical treatment (p =
0.014) were found to be positive prognostic factors.

5. 3D bioprinting seems to be a technology that allows for research on tumor
microenvironment, evaluation of novel treatment modalities, with potential

applications in PTLD.

Conclusions

The dynamics and risk factors of PTLD development differ in relation to solid organ
transplant type. Based on our research, the LngTRs are at the highest risk of PTLD
development, LTRs at intermediate risk and KTRs at lowest risk. Among KTRs patients
who are of older age at transplantation, males, and those treated with TAC are at the highest
risk. Among LTRs the highest risk concerns patients treated with cyclosporin. Focal disease
(Lugano I) and surgical treatment were found to be positive prognostic factors in SOTR,
whereas ATG use had a negative impact on patient survival. Future research of the
epidemiology of PTLD should include organ specific analyses. The multicenter database
of Polish patients with PTLD created for the purpose of this project is a starting point for
future research. 3D bioprinting is a technology that seems to allow for future research of

PTLD and novel methods of its treatment.



4. Wstep

4.1 Choroby nowotworowe w populacji biorcow przeszczepéow narzadow
miazszowych

Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), zawartych w raporcie
Global Observatory on Donation and Transplantation, w 2023 roku, na §wiecie 172 409
0sOb otrzymato przeszczep narzadu migzszowego (SOT) [1]. Na podstawie danych
POLTRANSPLANT wiemy, ze w Polsce w roku 2023 przeprowadzono 2003 SOT u 1897
pacjentow, a w 2024 roku 2199 SOT u 2151 pacjentéw. Od poczatku ery transplantacji w
Polsce tj. od 1966 roku do konca 2024, catkowita populacja biorcéw przeszczepdw
narzagdow migzszowych (SOTR), ktérym przeszczepienie narzadu przeprowadzono w
Polsce wyniosta 42 429 oséb [2]. Uwaza sig, ze gtownymi grupami powiktan po
transplantacji narzadéw sa: choroby sercowo-naczyniowe, infekcje, cukrzyca i choroby
nowotworowe.

Immunosupresja, konieczna celem zapobiegania i hamowania procesom ostrego
oraz przewleklego odrzucania przeszczepionego narzadu, niestety zwigksza ryzyko
wystepowania infekcji oraz nowotworéw [3]. Wiemy, ze karcynogneza u pacjentow
leczonych immunosupresyjnie promowana jest w kilku mechanizmach. Migdzy innymi
poprzez uposledzong odpowiedz uktadu immunologicznego nie tylko na same komorki
nowotworowe, ale rowniez na infekcje wirusami onkogennymi lub uszkodzenia zwigzane
z dziataniem czynnikow srodowiskowych i proceséw replikacyjnych. Odzwierciedleniem
tego jest zwigkszona zapadalno$¢ biorcéw przeszczepdw narzadowych np. na zwigzanego
z infekcjg ludzkim wirusem brodawczaka (HPV) raka szyjki macicy, [4] lub zwigzane z
ekspozycja na promieniowanie UV nowotwory skory [5]. Istotnym problemem w populacji
SOTR sa nie tylko infekcje de novo, ale rowniez reaktywacja latentnych infekcji wirusami
obecnymi wsrdd znaczacej wigkszosci osob dorostych. Takim wirusem jest migdzy innymi
onkogenny wirus Epsteina-Barr (EBV), ktorego reaktywacja w zakazonych limfocytach w
kontekscie immunosupresji peini kluczowa role w rozwoju potransplantacyjnej choroby
limfoproliferacyjnej (PTLD). Sposrdd chordb nowotworowych wystepujacych u SOTRs,
choroba ta zashuguje na szczegdlna uwage i dlatego jest ona przedmiotem mojej rozprawy
doktorskie;j.

PTLD jest istotnym powiktaniem wystepujacym u biorcOw przeszczepow
narzagdowych lub komorek hematopoetycznych i wigze si¢ z wysokim odsetkiem

$miertelno$ci. Choroba ta w swoim spektrum obejmuje miedzy innymi agresywne



nowotwory: chloniaki z limfocytow B, T i komoérek NK. Jej patogeneza jest klasycznie
wigzana z immunosupresjg i wspomniang wczesniej infekcja EBV.

W metaanalizie z 2007 roku opartej na pigciu publikacjach opisujacych ryzyko
wystapienia nowotworéw w populacji SOTRs oraz siedmiu publikacjach dotyczacych tego
samego zagadnienia u pacjentow z HIV/AIDS, Grulich et al. wykazali, ze ryzyko
wystapienia chtoniakéw niehodgkinowskich (NHL) jest okoto o$miokrotnie wyzsze u
SOTRs niz w populacji ogélnej, a w przypadku chtoniaka Hodgkina (HL) okoto 4-krotnie
wyzsze [6]. Dla poréownania catkowite ryzyko wystapienia nowotworu u 0so6b po
transplantacji narzadow migzszowych jest 2.6-krotnie wyzsze niz w populacji ogolnej [7],
a np. ryzyko raka jelita grubego 1.12-wyzsze [8].

W ostatnich latach zaczeto rozpatrywac mikrosrodowisko nowotworu (TME) jako
czynnik powodujacy lokalna, funkcjonalng immunosupresje w jego obrgbie, skutkujaca
zjawiskiem okre$lanym jako Tumor Immune Evasion, czyli unikaniem odpowiedzi
immunologicznej przez guz [9]. Dzi§ wiemy, ze TME jest czynnikiem, ktoéry istotnie
wplywa na skuteczno$¢ stosowanego leczenia onkologicznego [10]. Dotychczas niewiele
prac koncentrowato si¢ na analizie tego zjawiska wérod SOTRs, dotyczyly one gldwnie
nowotworow skory [11] lub raka jelita grubego [12]. Opisuja one istotne r6znice w TME
nowotworow wystepujacych u SOTR w poréwnaniu do populacji ogélnej — mniej nasilone
naciekanie guza limfocytami (tumor infiltrating lymphocytes, TLI), nizsza ilos¢
trzeciorzgdowych struktur limfatycznych w obrgbie tych naciekdéw, nizszg 1losé
limfocytow T w obrgbie guza, obnizong ekspresj¢ PD-L1, HLA-I w komorkach
nowotworowych [13]. W jednym z nielicznych badan poswigconych TME w PTLD
wykazano, ze pacjenci, u ktérych zmiany byly nacieczone przez mniejszg liczbe
limfocytow, charakteryzowali si¢ gorszym dwuletnim przezyciem od pacjentow z

wyzszymi ilo$ciami TLI [14].

4.2 Klasyfikacja PTLD

Odkad PTLD zostato opisane po raz pierwszy w roku 1969 [15], zrozumienie
choroby oraz jej klasyfikacja histopatologiczna ulegaty wielokrotnym modyfikacjom.
Opierajac si¢ na aktualnej klasyfikacji International Consensus Classification z roku 2022
[16], mozemy opisa¢ PTLD jako spektrum rozrostow z uktadu limfoidalnego, obejmujace
postaci od poliklonalnych, do agresywnych monoklonalnych chtoniakow

niehodgkinowskich lub chloniaka Hodgina. Klasyfikacja ta wyglada nastgpujaco:
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1) zmiany ,, niedestruktywne” (obejmujace poliklonalne rozrosty takie jak hiperplazja
plazmocytowa, zmiany podobne do mononukleozy zakaznej oraz kwitngcy rozrost
grudkowy);

2) typ polimorficzny;

3) typ monomorficzny (obejmujacy NHL z limfocytow B, limfocytow T lub komorek
NK);

4) typ klasycznego HL.

Alternatywnym systemem jest pigta edycja klasyfikacji nowotworow limfoidalnych WHO
[17], w ramach ktorej PTLD klasyfikowane jest w szerszej grupie rozrostow i chloniakow
zwigzanych z niedoborem lub dysregulacja odpornosci, ktore dzielone sg nastepujaco:

1) hiperplazje powstajace na tle niedoboru lub dysregulacji odpornosci

2) limfoproliferacje polimorficzne powstajace na tle niedoboru lub dysregulacji
odpornosci

3) chloniaki powstajace na tle niedoboru lub dysregulacji odpornosci

Najczesciej wystepujacym typem PTLD jest typ monomorficzny z limfocytéw B, a w jego
obrebie najczestszym chtoniakiem jest chloniak rozlany z duzych limfocytow B [18].

Chtoniaki indolentne nie sg zaliczane do spektrum PTLD.

4.3 Czynniki ryzyka rozwoju PTLD

Do powszechnie uznanych czynnikow ryzyka rozwoju PTLD nalezy rodzaj
przeszczepionego narzadu. Ryzyko wzgledne jest najwyzsze u biorcoOw przeszczepow
wielonarzadowych oraz fragmentéw jelita (RR = 239.5), nastepnie u biorcéw przeszczepu
phuc (RR = 58.6), trzustki (RR = 34.9), watroby (RR =29.9), serca (RR = 27.6) a najnizsze
u biorcoOw nerek (RR = 12.6) [19].

Kolejnym uznanym czynnikiem ryzyka jest transplantacja narzadu od EBV-
seropozytywnego dawcy do EBV-seronegatywnemu biorcy, skutkujaca pierwotng infekcja
onkogennym wirusem EBV w momencie najsilniejszego lecznia immunosupresyjnego,
kiedy to hamowana farmakologicznie odpowiedz T-komorkowa nie jest w stanie
kontrolowa¢ proliferacji zakazonych limfcytow B [20]. Biorgc pod uwage fakt, Zze okoto
90% osob dorostych posiada cechy przesztego kontaktu z EBV [21] oraz znaczaca
przewage dorostych wsrod dawcodw narzadow, taki scenariusz dotyczy gtownie biorcow
pediatrycznych i okoto 10% biorcéw dorostych [22].

Ostatnim z uznanych czynnikéw ryzyka jest intensywno$¢ i czas stosowania

immunosupresji, czyli tzw. jej kumulatywna dawka. Waznym aspektem w konteks$cie
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ryzyka rozwoju PTLD jest rowniez rola poszczegdlnych lekow immunosupresyjnych. W
literaturze znajdujemy niejednoznaczne dane dotyczace znaczenia poszczegdlnych lekow
[23]. Najwiecej dowoddéw potwierdza negatywng rolg stosowania czgsteczek
powodujacych deplecje lub uposledzenie funkeji limfocytow T, takich jak globulina anty-
thymocytarna (ATG) lub kiedy$ stosowane przeciwciala OKT3. Na kolejnych miejscach
znajdujg si¢ belatacept i1 inhibitory kalcyneuryny, wsréd ktorych wyzsze ryzyko zwigzane
jest ze stosowaniem takrolimusu (TAC) anizeli cyklosporyny (CsA) [19]. Znaczenie
innych lekéw immunosupresyjnych takich jak: azatiopryna, mykofenolan mofetylu,
bazyliksymab, alemtuzumab lub daklizumab oceniane jest niejednoznacznie, przy czym
raczej uwaza si¢ je za niezwiekszajace ryzyko wystapienia PTLD.

Jeszcze mniej dowodow wskazuje na mozliwy udzial innych czynnikéw, takich jak
choroba podstawowa (np. choroby autoimmunologiczne [24] i potencjalne ich leczenie
immunosupresyjne w okresie przed przeszczepieniem), infekcje wirusami innymi niz EBV
(takimi jak na przyktad HBV 1 HCV), ktére réwniez moga wykazywac tropizm w kierunku
limfocytow [25, 26].

Na podstawie danych z amerykanskich [27] wykazano, ze ws$réd biorcow
przeszczepow nerki, krzywa zachorowalnosci PTLD wyr6znia si¢ dwoma szczytami.
Pierwszy wystepuje w trakcie pierwszego roku po przeszczepieniu i jest klasycznie
wigzany z pierwotng infekcja EBV, drugi zas wystepuje okoto 8-10 lat pdzniej, w okoto
50% jest u pacjentow EBV-dodatnich 1 uwaza sie, ze jest zalezny od kumulatywnej dawki

immunosupresji [23].

4.4 Metody leczenia PTLD

Na wstepie nalezy podkresli¢, ze podstawowe znaczenie dla skutecznos$ci leczenia
PTLD ma szybka i precyzyjna diagnoza. Jakkolwiek te dwa aspekty sa istotne w catej
medycynie, to w przypadku opisywanej choroby szybko$¢ postawienia diagnozy jest
szczegOlnie wazna.

Powszechnie przyjeto, ze w leczeniu PTLD pierwszym krokiem powinna by¢
redukcja immunosupresji. Co prawda rzadko, ale nie mniej pozwala to na uzyskanie dobrej
odpowiedzi klinicznej w niektorych postaciach choroby [28]. W bardziej zaawansowanych
postaciach choroby tj. polimorficznej, monomorficznej lub klasycznym HL, stosowane sa
zwykle metody leczenia odpowiadajace histopatologicznemu rodzajowi chtoniaka wsrod
osob immunokompetentnych. Poniewaz najczestszym typem PTLD jest typ

monomorficzny, a w jego obrebie dominujag NHL z limfocytéw B, najczesciej stosowang
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metoda leczenia w tej grupie jest immunoterapia przeciwciatami anty-CD20 (RTX) w
monoterapii lub w polaczeniu z systemowa chemioterapiga cyklofosfamidem,
doksorubicyna, winkrystyna i prednizonem (R-CHOP). Na podstawie wieloosrodkowego
randomizowanego badania klinicznego PTLD-1, przyjeto schemat leczenia opierajacy si¢
na 4 cyklach indukcji RTX, nastepnie 4 cyklach konsolidacji CHOP. W tym schemacie
leczenia, 90% pacjentow uzyskiwalo co najmniej czgsciowa odpowiedz, a 68% odpowiedz
catkowitg (CR) [29]. W opublikowanym w 2017 roku badaniu klinicznym II-fazy, Trappe
et al. wykazali skutecznos$¢ i bezpieczenstwo zastosowania konsolidacji RTX u pacjentéw,
ktorzy osiggneli catkowitg remisj¢ po czterech cyklach indukcji, lub konsolidacji R-CHOP
u pozostatych, uzyskujac u 88% co najmniej czgsciowa odpowiedz a u 70% CR [30].

W przypadku choroby EBV(+) opornej na leczenie oraz nawrotowej, mozna
rozwazy¢ zastosowanie terapii komorkowej cytotoksycznymi limfocytami T skierowanymi
przeciwko EBV (EBV CTLs, lub jako produkt off-the-shelf tabelecleucel), lub
brentuksymabem wedotyny u pacjentéw z monomorficznym PTLD z limfocytow CD30
dodatnich [31]. W przypadku dalszych niezadowalajacych odpowiedzi na leczenie lub u
pacjentdow z nawrotowym/opornym na leczenie PTLD EBV(-), proponowane jest
stosowanie immunoterapii adoptywnej limfocytami T z chimerycznym receptorem
antygenowym (CAR-T cells) skierowanym przeciwko CD19. W tym przypadku
oczywistym warunkiem jest PTLD rozwijajace si¢ z komorek CD19+. W literaturze terapia
EBV CTLs opisana na grupie 13 biorcow przeszczepu, ktorzy nie odpowiedzieli na
leczenie rituximabem, poskutkowata osiggnieciem odpowiedzi u 54.8% pacjentow, a CR u
2 kolejnych [32]. W przypadku terapii CAR-T, w badaniu przeprowadzonym na 22 SOTRs
z nawrotowg lub oporng na leczenie chorobg uzyskano CR u 55% pacjentow, a dwuletnie
przezycie u 58%. [33]

Obecnie istnieje niewiele modeli laboratoryjnych pozwalajacych na badania
interakcji zachodzacych w TME oraz skuteczno$ci leczenia chioniakow in vitro [34].
Jednym z takich modeli byt opracowany przez Foxall et al. model wykorzystujacy
wspothodowle pierwotnych komoérek DLBCL z komoérkami okre§lanymi jako fibroblasty
lymphoid-like (prer6znicowanymi z komodrek macierzystych pochodzacych z tkanki
tluszczowej - ADSC) oraz makrofagami pozyskanymi z komorek jednojadrzastych krwi
obwodowej (monocyte derived macrophades — MDM) [35]. W tym samym badaniu
autorzy, na przyktadzie RTX, wykazali zasadno$¢ uzycia tego modelu do testow

skutecznosci leczenia.

13



Podsumowujac, obecnie podstawowym schematem leczenia u SOTR z
monomorficznym PTLD z limfocytéw B (najczgstszym) jest indukcja RTX, nastepnie w
zalezno$ci od odpowiedzi na leczenie, konsolidacja RTX lub R-CHOP. Kolejne opisane
dotycza nielicznych pacjentow. Wydaje sie, ze terapia CAR-T moze by¢ zmiang
jakosciowg leczenia a badania nad TME PTLD powinny przynie$¢ nam kompletnie nowe

metody terapii.

4.5 Uzasadnienie polaczenia prac w cykl publikacji
Przedstawiony przeze mnie cykl 4 publikacji stanowi pionierskie opracowanie
dotyczace epidemiologii PTLD w populacji polskich biorcow narzagdéw unaczynionych.
Poza znaczeniem naukowym, prace oryginalne No. 2 i 3 majg warto$¢ kliniczna,
wynikajaca np. z mozliwosci pordwnania naszych polskich danych z doniesieniami
opracowanymi w innych osrodkach transplantacyjnych na $wiecie. Wszystkie cztery prace
zawarte w cyklu, wskazuja dalsze potrzebne kierunki badan nad PTLD zar6wno u nas w
kraju, jak i w szerszym $wiatowym kontekscie. W mojej ocenie powinny nimi by¢ m.in.:
a) wieloosrodkowe badania pozwalajgce na maksymalizacj¢ liczebnosci pacjentdw po
transplantacji poszczegélnych narzadéw czego efektem bedzie zwigkszenie
czutosci 1 specyficznosci analiz statystycznych;
b) stosowanie narzadowo-specyficznych analiz czynnikéw ryzyka rozwoju PTLD 1
czynnikdéw prognostycznych tej choroby, wsrod SOTR;
c) wprowadzenie nowych technologii (np. biodruk 3-D), pozwalajacych na badanie

TME i skuteczno$ci nowych metod leczenia najpierw w warunkach in vitro.

Pierwsza praca prezentowana w cyklu jest rozdzial w monografii opublikowanej
w 2019 roku, ktory jest po$wiecony zaburzeniom hematologicznym wystepujacym u
SOTR. Rozdzial ten zostal napisany z mysla o transplantologach opiekujacych si¢ na co
dzien biorcami SOT jako zwigzte wprowadzenie do problematyki zaburzen
hematologicznych i miat na celu zwrdcenie uwagi na wybrane jednostki chorobowe, w tym
PTLD.

Rozdziat zawiera opis potencjalnych przyczyn cytopenii, od wykrycia ktorych czgsto
rozpoczyna si¢ proces diagnostyki hematologicznej u SOTR. Wsrdd nich opisywane sg
zarOwno dzialania niepozadane lekéw immunosupresyjnych (takich jak cyklosporyna,
TAC czy mykofenolan mofetylu) czy lekéw przeciwinfekcyjnych (takich jak

trimetoprim/sulfametoksazol, —gancyklowir lub walgancyklowir). Do przyczyn
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niefarmakologicznych zaliczono m.in. infekcje wirusowe powodowane przez wirusy z

rodziny Herpesviridae (w tym EBV) oraz przez Parvovirus B19.

Infekcyjna

Mono-
/ Zapalna
Cytopenia — Duo- =
\ Autoimmunologiczna
Pan -

Polekowa

Dysproteinemie

Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD)
Koagulopatie

Mikroangiopatia zakrzepowa (TMA)

Potransplantacyjna choroba limfoproliferacyjna (PTLD)
Zakrzepica zylna

Zespot hemofagocytowy (limfohistiocytoza hemofagocytowa)

Rycina 1. Wybrane jednostki chorobowe nalezace do spektrum zaburzen

hematologicznych u pacjentéw po transplantacjach (publikacja No. 1)

OpisaliSmy uznane w literaturze czynniki ryzyka PTLD, takie jak rodzaj
przeszczepionego narzadu, pierwotna infekcja EBV czy kumulatywna dawka
immunosupresji. Przedstawiona jest w nim réwniez éwczesna klasyfikacja PTLD (WHO

2016). Podkreslony zostal niespecyficzny obraz kliniczny choroby, czgsto zalezny od

lokalizacji zmian, w szczegoOlnosci pozawezlowych, zlokalizowanych np. w obrebie

o$rodkowego ukladu nerwowego, jelita, czy samego narzadu przeszczepionego.

Zwrocona zostata rowniez uwaga na istotno$¢ redukcji immunosupresji jako

pierwszego kroku w leczeniu PTLD.

W drugiej pracy prezentowanej w cyklu, opublikowanej w roku 2022, zawarty

zostal opis najwigkszej woéwczas kohorty pacjentow z PTLD pochodzacej z jednego

oSrodka w Polsce. W pietnastoletniej obserwacji, 16 0s6b sposréd 2598 biorcéw

przeszczepu nerek (KTRs) oraz 23 osoby sposrdd 1378 biorcOw przeszczepu watroby

(LTRs) rozwingto PTLD. Porownujac grupy KTRs 1 LTRs wykazaliSmy roznice dotyczace

czynnikow wplywajacych na dynamike choroby oraz przezycie pacjentow.
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W grupie biorcéw przeszcezepu nerki zidentyfikowano: a) pte¢ meska, b) wiek > 45 lat

W momencie przeszczepienia oraz c¢) stosowanie TAC, jako czynniki zwigzane z

wczesniejszym wystagpieniem PTLD. Natomiast w grupie LTRs wiek i pte¢ pacjentow nie

miaty istotnego znaczenia, a stosowanie TAC byto zwigzane z p6zniejszym wystapieniem
PTLD. Dodatkowo wykazano rozbieznosci pomiedzy wynikami pochodzacymi z analizy
tacznej grupy SOTR a analizami narzgdowo-specyficznymi. Nalezy podkresli¢, ze

publikacja nr 2 byta w literaturze najprawdopodobniej pierwsza lub jedna z pierwszych w

Swiecie prac bezposrednio porownujaca czynniki ryzyka miedzy grupami pacjentdw po

transplantacji réznych narzadow.

Sposrdd wszystkich przedstawionych wynikdw chee zwrdcié uwage na roéznice w czasie

wystapienia PTLD pomiedzy KTRs a LTRs, ktora przedstawia Rycina 1.

Time from SOT to PTLD
p<0.001

100
]

_____

20

Cumulative Incidence [%]

24 72 120 168 216

time [months]

Rycina 2. Przedstawione w pracy No. 2 réznice w czasie od SOT do rozpoznania

PTLD pomigdzy grupami pacjentow po KTx lub LTx.
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Cumulative Incidence [%)

Kolejnym wynikiem, na ktéry chceg zwroci¢ uwage jest réznica w istotnosci wptywu wieku
pacjentoOw na czas wystgpienia PTLD — czynnik ten okazat si¢ istotny dla KTRs, ale nie dla

LTRs.
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Rycina 3. Przedstawione w pracy No. 2 réznice w czasie od SOT do rozpoznania

PTLD w zalezno$ci od wieku, pomigdzy grupami pacjentow po KTx lub LTx.

W pracy numer 3 zawartej w cyklu - chronologicznie czwartej, bo opublikowanej w
2025 roku - przedstawione zostaly wyniki pochodzace w sumie z 6 os$rodkoéw
transplantacyjnych w Polsce tzn. z:
1. Kliniki Transplatnologii, Immunologii, Nefrologii 1 Choréob Wewnetrznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

2. Kliniki Nefrologii Transplantologii i Choréb Wewngtrznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego

3. Kliniki Nefrologii 1 Transplantologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroclawiu

4. Kliniki Nefrologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie

5. Kliniki Hepatologii, Transplantologii i Chorob Wewngtrznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego

6. Slaskiego Centrum Choréb Serca
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Celem tej wieloosrodkowej wspotpracy byta werytikacja wynikow z publikacji nr 2 na
wiekszej grupie pacjentow oraz przedstawienie epidemiologii PTLD w szerszym,
ogoblnopolskim kontekscie.

W okresie obserwacji obejmujacym od roku 2000 do 2023, PTLD rozpoznano u 58
sposrdd 9432 KTRs, 40 sposrod 3500 LTRs i 5 sposrdd 331 LngTRs.

LngTRs rozwijali PTLD najwcze$niej (mediana 5 miesi¢gcy po LngTx), byli oni
istotnie mtodsi od LTRs i KTRs (odpowiednio: mediana w momencie SOT 24 lata vs. 40 i
45 lat p<0.001), u 80% sposrdod nich wykrywalna byta wiremia CMV 1 EBV. Niestety niska
liczebno$¢ uniemozliwita wiarygodng analize statystyczng czynnikow ryzyka i
prognostycznych w tej grupie pacjentow.

PTLD rozpoznawano najp6zniej wsréd KTRs (mediana 117 miesiecy po KTx) a na
dynamike rozwoju choroby miat wplyw starszy wiek pacjentow w momencie KTx (HR
1.04, 95% CI 1.01 - 1.07, p = 0.003). Czynnikiem istotnym rokowniczo w tej grupie
pacjentow rowniez byt wiek w momencie KTx (HR =1.03, 95% CI 1.00 - 1.07, p = 0.045).

Wsréd LTRs natomiast zidentyfikowano stosowanie cyklosporyny jako czynnik

ryzyka rozwoju PTLD (HR = 4.8, 95% CI 1.06 — 21.78, p = 0.042).

o
= I R R B N JHJJ_I—‘
% 8 1 I -----
> i
GJ I
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= P<0.001
(_U o
2 -
E o | — KTx
© o ---- LngTx
o M i i i f I_TX

[ I | I I I [
0 50 100 150 200 250 300

time [months]

Rycina 4. Przedstawione w pracy No. 3 r6znice w czasie od SOT do rozpoznania

PTLD pomigdzy grupami pacjentow po KTx, LTx, lub LngTx.
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Parameter HR 95% CI p-Value

Total SOTRs

Age at 1st Tx 1.02 1.00-1.04 0.01
Tacrolimus 1.96 1.3-2.95 0.001
Cyclosporin A 0.63 0.42-0.94 0.025

KTRs
Age at 1st Tx 1.03 1.00-1.05 0.01

LTRs
Tacrolimus 0.21 0.05-0.95 0.042
Cyclosporin A 4.8 1.06-21.78 0.042

PTLD, post-transplantation lymphoproliferative disorder; HR, hazard ratio; CI, confidence interval; SOTR, solid
organ transplant recipient; Tx, transplantation. p-values for univariate Cox regression.

Tabela 1. Wyniki analizy jednoczynnikowej wptywu czynnikow na czas od SOT do
rozpoznania PTLD, pokazujace roznice pomigdzy KTRs i LTRs.

Parameter HR 95% CI p-Value
Total SOTRs
Lugano stage I 0.36 0.17-0.73 0.005
Lugano stages II-IV 2.89 1.42-5.88 0.004
Surgery 0.33 0.14-0.80 0.014
Anti-CD20 0.43 0.19-0.98 0.045
R-CHOP 0.39 0.15-0.99 0.047
ATG induction 12.53 3.53-44 .45 <0.001
AR ATG 28.83 3.0-277.17 0.004
KTRs
ATG induction 11.93 3.04-46.83 <0.001
Lugano stage I 0.41 0.17-1.0 0.049
Lugano stages II-IV 251 1.04-6.02 0.04
Reduction of IS 0.34 0.14-0.82 0.017
LTRs
AR ATG 345 2.16-551.55 0.012
PH PTLD 424 1.23-14.6 0.022

AR, acute rejection; ATG, anti-thymocyte globulin; PH, plasmacytic hyperplasia; R-CHOF, anti-CD20 + cyclophos-
phamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone. p-values for univariate Cox regression.

Tabela 2. Wyniki analizy jednoczynnikowej wptywu czynnikdw na przezycie pacjentow,

pokazujace réznice pomi¢dzy KTRs i LTRs.
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Zidentyfikowano roéwniez roznice w czynnikach wptywajacych na przezycie
pacjentow pomiedzy réznymi typami SOTR. W analizie wieloczynnikowej dla KTRs
istotnym byt wiek (HR = 1.03, 95% CI 1.00 - 1.07, p = 0.045), natomiast dla LTRs PTLD
o typie hiperplazji plazmocytowej (HR = 10.2, 95% CI 2.2 — 47.48, p = 0.003). Wsrod
SOTR niekorzystny wptyw na przezycie pacjentow miato stosowanie ATG (zarowno jako
indukcji, jak 1 w leczeniu ostrego odrzucania, odpowiednio p <0.001 i p =0.004), korzystna
rokowniczo byta ograniczona posta¢ choroby (Lugano I, p = 0.005) i leczenie operacyjne
(p=0.014)

W mojej opinii_najistotniejszymi klinicznie wynikami tej pracy sa:

1) okre$lenie mediany czasu od SOT do rozpoznania PTLD dla poszczegdlnych

typéw SOT;
2) okreslenie wpltywu wieku KTRs na ryzyko PTLD i przezycie pacjentow:

3) okreslenie wptywu cyklosporyny i TAC na czas wystapienia PTLD u LTRs.

Podsumowujac wyniki obu prac oryginalnych (publikacja 2 i 3), najwazniejszymi

spostrzezeniami sa: réznice pomiedzy wynikami analiz  czynnikow ryzyka i

prognostycznych pomiedzy taczna grupa SOTR. erupa KRTs i LTRs, ktore dowodza

koniecznosci stosowania narzadowo-specyficznych analiz w badaniach nad epidemiologia

PTLD.

Publikacja numer 4 w cyklu bedaca praca pogladowa dotyczy mozliwego
wykorzystania nowoczesne] technologii biodruku 3D do badan nad mikro$rodowiskiem
nowotworow w kontekscie zjawiska Tumor Immune Evasion.

Zalaczona ponizej rycina pochodzaca z tej pracy przedstawia wybrane czynniki sktadajace
si¢ na TME 1 upos$ledzajace odpowiedz komorek efektorowych uktadu immunologicznego

na komorki nowotworowe.

20



M2-polarized macrophages:
Tregs: * Negative immune N2-polarized neutrophils:
* Negative immune checkpoints (e.g., PD-L1), * Mediators of oxidative
checkpoints (e.g., CTLA-4), * IL-10, TGFB stress (ROS)
* |L-10, IL-35, TGFB * CCL5, CCL20 or CCL22, * Mediators of
* Scavenging IL-2 * Arg-1,1DO inflammation
* Adenosine ¢ Arg-1

Immune / Anticancer
effector &/ effect

cell

Metabolic pressure: Mesenchymal stromal cells (MSC):
* LowpH * Negative immune checkpoints
* Hypoxia, (e.g.PD-L1),
* Scavenged glucose and essential * IL-1,IL-4, IL-6, IL-10, or TGFB,
amino acids, * PGE2
* High extracellular concentration + NO Tumor
of potassium * IDO site

Rycina 5. Przedstawione w pracy No. 4 wybrane czynniki sktadajace si¢ na rolg

mikrosrodowiska nowotworu w zjawisku Tumor Immune Evasion.

Przytoczone w pracy doniesienia, potwierdzaja, ze trojwymiarowe systemy hodowli
komoérek nowotworowych odpowiadaja lepiej ich natywnemu $rodowisku, niz klasycze
metody hodowli 2D. Praca kresli perspektywe wykorzystania konstruktow wytworzonych
za pomocg biodruku 3D jako platform do badan in vitro nad docelowo nowymi metodami

leczenia nowotworow. Powstala z mys$la o mozliwym wykorzystaniu opisywanych

technologii w badaniach nad PTLD.

Sledzac rozwoj badan podstawowych, uwazamy, ze jest to narzedzie, ktore pozwoli

na lepsze zrozumienie biologii PTLD. potencjalnie torujac droge do nowych metod

leczenia. Trojwymiarowa hodowla natywnych komoérek PTLD pobranych od pacjentéw

bylaby krokiem milowym w przedklinicznych badaniach nad farmakologicznymi

metodami leczenia tej choroby., jak i by¢é moze chloniakow w populacji ogdlne;.

Argumentem przemawiajacym za ta hipoteza jest czgstsza niz w chloniakach u
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immunokompetentnych pacjentow pozaweziowa lokalizacja choroby, rowniez w
narzadach o mniej skomplikowanym przestrzennie i biologiczne TME, niz narzady

limfatyczne.
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5. Zalozenia i cele pracy

5.1 Zalozenia pracy

PTLD to heterogenna choroba dotyczaca SOTR oraz biorcow HCT, ktorej ryzyko

wystapienia, progresji oraz rokowanie r6zni si¢ w zalezno$ci m.in. od ptci, wieku, rodzaju

przeszczepionego narzadu, stosowanego leczenia oraz wielu innych ocenianych

czynnikow. W zwiazku z tym zatozenia pracy byty nastepujace:

1. Rodzaj stosowanej immunosupresji, wieck w momencie przeszczepienia oraz pleé

pacjentow moze mie¢ rozny wplyw na ryzyko rozwoju PTLD w zaleznosci od

rodzaju SOTR.

2. Czas przezycia pacjentoéw moze réznic si¢ pomiedzy réznymi SOTR w zalezno$ci

od typu choroby, jej zaawansowania oraz metod leczenia.

3. Konstelacja w/w czynnikow moze wptywaé na ryzyko wystgpienia PTLD,

dynamik¢ rozwoju choroby oraz przezycie u biorcow rdéznych narzadow

migzszowych.

Plan realizacji kolejnych etapow pracy obejmowat:

a.

przeglad literatury zwigzanej z tematyka pracy doktorskim celem
przygotowania materialu do przysztych publikacji;

uzyskanie zgdéd Komisji Bioetyczneg WUM (nr AKBE/90/2022 oraz
KB/75/2023);

przygotowanie bazy danych klinicznych i demograficznych pacjentéw Kliniki
Immunologii, Transplantologii i Choréob Wewnetrznych UCK WUM oraz
dziatajacej przy niej Poradni Nefrologiczno-Transplantacyjnej, z
potwierdzonym histopatologicznie rozpoznaniem PTLD (publikacja No. 2);
nawigzanie wspotpracy z kolejnymi osrodkami transplantacyjnymi w Polsce,
zebranie 1 analiza danych pacjentow z PTLD (publikacja No. 3);

nawigzanie wspOlpracy z Zakladem Medycyny Regeneracyjnej Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie (publikacja
No. 4);

analizg¢ statystyczng i interpretacje wynikow badan;

przygotowanie i publikacje dwoch prac oryginalnych, 1 pracy pogladowej oraz

przygotowanie rozprawy doktorskie;j.
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5.2 Cele pracy

Biorac pod uwage opisane powyzej zagadnienia, celami pracy byty:

1.

Poszerzenie wiedzy na temat czynnikow ryzyka PTLD, przebiegu oraz
rokowania tej choroby wsrod pacjentdw po transplantacji r6znych narzadow w
Polsce, na podstawie analizy danych z przygotowanej bazy pacjentow;
Zdefiniowanie poszczegoélnych czynnikéw ryzyka oraz prognostycznych
dotyczacych PTLD, w populacji pacjentdw po transplantacji nerki, watroby lub
phuc;

Analiza statystyczna w tym wieloczynnikowa z wykorzystaniem danych
demograficznych 1 klinicznych, celem nazwania najbardziej istotnych
czynnikow;

Ocena teoretyczna przydatnosci biodruku 3D jako potencjalnego narzedzia

pozwalajacego na badania TME i nowych metod leczenia w PTLD.
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6. Kopie opublikowanych prac

6.1 Zaburzenia hematologiczne u biorcow przeszczepow
narzadowych.

Transplantologia praktyczna. T. 10
wlransplantologia - medycyna przypadkow, czy przypadek medycyny?”
X Kurs Transplantologii Praktycznej
Wydawnictwo Naukowe PWN, 2019
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ZDZIAL 16

Zaburzenia hematologiczne
u biorcow przeszczepow
narzadowych

Hematological disorders in solid
organ transplant recipients

Krzysztof Mucha, Rafat Staros

Abstract

Hematological disorders are an important issue for solid organ transplant
(SOT) recipients. This group of patients differs from the general popula-
tion, exhibiting both an increased frequency of certain diseases — in our case
hematological — as well as a broader spectrum of pathologies, which includes
some uniquely associated with the use of immunosuppressive treatment
and the exposure to foreign tissues. Differential diagnosis of hematological
disorders is often challenging due to their non-specific symptoms. Addition-
ally, in many cases, the severe course of the disease, well known high mor-
tality rate, require a swift intervention that usually begun by reducing the
immunosuppression.
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Herein we will discuss the contemporary views of certain hematological
disorders often encountered among SOT recipients such as:

* single- and multilineage cytopenias;

* thrombothic microangiopathies (TMAs);

* graft-versus-host disease (GvHD);

* post-transplant lymphoproliferative disorder (PTLD);

* hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH).

Wstep

Zaburzenia hematologiczne sg istotnym problemem klinicznym wsréd bior-
c6w przeszczepoéw narzadowych. Ta grupa pacjentéw rézni si¢ od populaciji
ogdlnej zaréwno zwigkszonym ryzykiem wystgpowania niektérych jednostek
chorobowych - w tym przypadku hematologicznych - oraz szerszym spektrum
zaburzen, ktére obejmujg unikalne patologie zwigzane ze stosowanym leczeniem
immunosupresyjnym oraz ekspozycj na antygenowo obce tkanki. Na przyktadzie
opisu jedno-/wieloliniowych cytopenii, mikroangiopatii zakrzepowej, choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi, potransplantacyjnego zaburzenia limfo-
proliferacyjnego i limfohistiocytozy hemofagocytowej przedstawiono obecne
poglady na temat zaburzeri hematologicznych wystepujacych wsréd biorcéw
przeszczepéw narzadow.

Infekcyjna

Mono-
/ Zapalna
Cytopenia Duo-
\ Autoimmunologiczna
Pan -

Polekowa

Dysproteinemie

Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD)
Koagulopatie

Mikroangiopatia zakrzepowa (TMA)

Potransplantacyjna choroba limfoproliferacyjna (PTLD)
Zakrzepica zylna

Zespot hemofagocytowy (limfohistiocytoza hemofagocytowa)

Rvc. 16.1. Przyktadowe zaburzenia hematologiczne wystepujace wsrdd biorcow
przeszczepow narzadow
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16.1. Cytopenie

Etiologia izolowanych jedno-, jak i wieloliniowych cytopenii, z ktérymi mamy
do czynienia wéréd pacjentéw po transplantacji narzadéw (solid organ trans-
plantation, SOT), jest zréznicowana. Zajmujac si¢ pacjentami po SOT, zawsze
bierzemy pod uwagg ryzyko dziatan niepozadanych lekéw immunosupresyjnych
(IS). Najczgsciej stosowanymi sg inhibitory kalcyneuryny (calcineurin inhibitors,
CNi), do ktorych naleza cyklosporyna A i takrolimus. Moga one wywotywa¢
niedokrwistos¢ w mechanizmie bezposredniego supresyjnego wplywu na szpik
lub tez posrednio poprzez indukcj¢ mikroangiopatii i zmniejszenie produkeji
erytropoetyny w wyniku nefrotoksycznego ich dziatania. Mykofenolan mofetylu
(MMF), bedacy odwracalnym, nickompetycyjnym inhibitorem dehydrogenazy
IMP, hamuje produkcj¢ nukleotydéw purynowych i w konsekwencji prolife-
racj¢ — przede wszystkim — limfocytéw, czego efektem moze by¢ limfopenia,
a rzadziej niedokrwistos¢. Azatiopryna (AZA) jest z kolei prolekiem przeksztat-
canym do analogéw purynowych, co - podobnie jak w przypadku MMF - moze
skutkowa¢ mielosupresja.

Innymi lekami moggcymi prowadzi¢ u pacjentéw po SOT do cytopenii sg
preparaty stosowane w profilaktyce i leczeniu zakazen bakteryjnych, wirusowych
lub grzybiczych, np. trimetoprim/sulfametoksazol, antybiotyki B-laktamowe,
gancyklowir czy doustny walgancyklowir.

Sposréd innych przyczyn cytopenii nalezy wymieni¢ infekcje wirusami, m.in.
parwowirusem B19 (PV B19) oraz wirusami z rodziny Herpesviridae, np. wirusem
cytomegalii (CMV), wirusem Epsteina-Barr (EBV) oraz HHV-6 i HHV-8.

Parvovirus B19 wykazuje tropizm do komérek linii erytroidalnej i wéréd
nieimmunokompetentnych pacjentéw moze wywolywa¢ niedokrwistos¢ z towa-
rzyszacy retikulocytopenig oraz zahamowanie dojrzewania na etapie pronor-
moblasta (proerytroblasta). Infekcj¢ mozna rozpoznaé, oznaczajgc obecno$é
przeciwcial anty-B19, poziom PV B19 DNA, lub histopatologicznie - uwi-
daczniajgc w biopsji szpiku kostnego olbrzymie proerytroblasty, z zaznaczonymi
wtretami wewnatrzjgdrowymi oraz wakuolizacjami cytoplazmatycznymi, przy
jednoczesnym braku erytroblastéw z pézniejszych etapéw rozwoju. Aplazje linii
czerwonokrwinkowej wywolang PV B19 leczymy, redukujac IS, stosujac dozylne
wlewy immunoglobuliny poliwalentnej (IVIg) i/lub erytropoetyng.

Inng szczegdlng przyczyng cytopenii jest tzw. zesp6l limfocytéw pasazer-
skich, wystepujacy w przypadku niezgodnosci w ukladzie ABO migdzy dawca
a biorcg, rzadziej w ukiadach Rh, Kidd i Lewis. Jest on nast¢pstwem przeszcze-
pienia wraz z narzgdem limfocytéw B pamigci dawcy, ktére w odpowiedzi na
antygeny erytrocytow biorcy produkujg przeciwciata, wywolujac allohemolizg.
Ryzyko powstania zespolu jest proporcjonalne do objetosci tkanki limfatycznej
w narzadzie przeszczepionym. Poczatek jest gwaltowny i zwykle pojawia sig
migdzy 1. a 3. tygodniem po transplantacji (Tx). W badaniach laboratoryjnych
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obserwuje si¢ niedokrwistos¢, wzrost aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej
(LDH), wzrost st¢zenia niezwigzanej bilirubiny, spadek st¢zenia haptoglobiny,
dodatni bezposredni test antyglobulinowy. Choroba jest samoograniczajaca,
najczesciej ustgpuje w ciggu 3 miesiecy. W leczeniu stosuje si¢ przetoczenia

sktadnikéow krwi.

16.2. Mikroangiopatie zakrzepowe

Mikroangiopatie zakrzepowe (thrombothic microangiopathies, TMAs), powsta-
jace de novo u biorcéw przeszczepéw, sg rzadkim i potencjalnie smiertelnym
powiklaniem, wyst¢pujacym najczesciej w okresie pierwszych tygodni/miesigcy
po Tx. Wigkszos¢ badan opisuje przezycie pacjentow na poziomie 80% po
transplantacji nerki (KTx), okolo 70% po transplantacji watroby (LTx), ptuc
lub jelita oraz 40% wsréd biorcéw serca. Patogeneza TMA w tej populaciji
taczona jest z dziataniem wielu czynnikéw, ktérych punktem wspélnym jest
uszkodzenie §rédblonka naczyniowego. Uraz typu niedokrwienie-reperfuzja,
bedacy nieodigcznym elementem transplantacji narzadéw, moze by¢ czynnikiem
wyzwalajgcym, co znajduje potwierdzenie w wyzszej czgstosci wystepowania
i cigzszym przebiegu TMA u biorcéw nerek pochodzacych od zmartych dawcéw,
w poréwnaniu z biorcami nerek od dawcéw zywych. Inhibitory kalcyneuryny
multimodalnie uszkadzajg srédblonek poprzez:
* obnizenie wazodylatacyjnej aktywnosci NO i prostacykliny;
* promowanie wazokonstrykcyjnego dzialania endoteliny, tromboksanu A2
i uktadu renina-angiotensyna—aldosteron (RAA);

* hamowanie powstawania aktywowanego biatka C;

* zwigkszenie produkcji i uwalniania multimeréw czynnika von Willebranda
(VWF).

Inhibitory mTOR obnizaja produkcj¢ naczyniowo-srédblonkowego czynnika
wzrostu (vascular endothelial growth factor, VEGF), zwigkszajac ryzyko wysta-
pienia TMA, szczegélnie gdy sa stosowane w potaczeniu z CNi (np. u bior-
cow przeszezepéw pluc). Innymi czynnikami wyzwalajacymi moga byé: infekcje
(np. CMV, wirusem zapaleniem watroby typu C), ostre odrzucanie (acute rejec-
tion, AR) lub tez zwigkszony stosunek vVWF/ADAMTS13, kt6ry jest szczegdlnie
istotny w przypadku LTx.

Obraz kliniczny moze by¢ zréznicowany, mozliwe objawy obejmujz m.in.
uczucie ostabienia, blados¢, zéttaczke, krwawienie z blon $luzowych, plamice,
skapomocz, nadciénienie t¢tnicze, zaburzenia neurologiczne, zaburzenia prze-
wodzenia oraz bél w obrgbie klatki piersiowej lub jamy brzusznej. Najczesciej
choroba przebiega skgpoobjawowo, a rozpoznawana jest na podstawie badari
laboratoryjnych. Stwierdzenie trombocytopenii oraz nieimmunologicznej
niedokrwistosci hemolitycznej upowaznia do rozpoznania TMA. Obecnosé
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schistiocytéw w rozmazie krwi obwodowej nie jest patognomoniczne dla TMA.
Wykrywane jest z kilkudniowym opéznieniem, w zwigzku z czym nie nalezy
uzaleznia¢ od tego postawienia rozpoznania i rozpoczgcia leczenia. Ponadto
mozna zaobserwowa¢ podwyzszone st¢zenie haptoglobiny, kreatyniny, wzrost
aktywnosci LDH oraz retikulocytoz¢. W badaniach histopatologicznych obser-
wuje si¢ charakterystyczne poszerzenia Sciany tetniczek i naczyn wlosowatych,
z obecnoscig podsrédblonkowych depozytéw oraz bogatoptytkowego materiatu
zakrzepowego w $wietle tych naczyn.

Z uwagi na brak jednoznacznych wytycznych dotyczacych zapobiegania TMA
po SOT, wydaje sig, ze wlasciwg strategia jest minimalizowanie potencjalnych
czynnikéw ryzyka - nalezg tu: doskonalenie techniki operacyjnej, kontrola ste-
zert CNi, prewencja infekcji oraz AR, a w przypadku wzglednego niedoboru
ADAMTS13 - przedtuzenie wlewu $wiezo mrozonego osocza (FFP) powyzej
1 tygodnia po Tx.

Leczenie polega na odstawieniu inhibitoréw mTOR, konwersji z CNi na
leki niezwigzane z powstawaniem TMA, tj. kortykosteroidy, MMF, AZA lub
cyklofosfamid. W przypadkach, w ktérych konwersja nie jest mozliwa, wskazana
jest natomiast redukcja dawki stosowanego leku lub zmiana na inny z grupy
CNi. Po ustgpieniu TMA mozna ponownie sprobowa¢ wréci¢ do schematéw
IS z wykorzystaniem CNi u wszystkich pacjentéw po transplantacji, z wylgcze-
niem biorcéw serca, wréd ktorych obserwuije si¢ zwigkszong czgstosé nawrotéw
choroby. W przeciwienstwie do przypadkéw TMA wystepujacych w populacji
og6lnej, dane nie wskazuja na skuteczno$¢ stosowania plazmaferezy u pacjen-
téw po Tx, co wynika z nieautoimmunologicznego podloza choroby w tej
grupie chorych.

Poza leczeniem czynnikéw wyzwalajacych TMA, takich jak AR czy infek-
cje, nalezy pamigtac o przetaczaniu koncentratu krwinek czerwonych (KKCz),
suplementacji kwasu foliowego oraz heparynie drobnoczgsteczkowej, gdy poziom
plytek krwi przewyzsza 50 000/pl. Przetaczanie koncentratu krwinek ptytkowych
(KKP) jest niewskazane, gdyz moze nasila¢ powstawanie zmian zakrzepowych.
Ekulizumab moze by¢ stosowany w przypadkach nawrotu atypowego zespotu
hemolityczno-mocznicowego po przeszczepieniu.

16.3. Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi

GvHD (graft-versus-host disease) jest rzadkim powiktaniem po SOT. Wynika
z proliferacji ,przeszczepionych” razem z narzgdem limfocytéw dawcy, ktére s3
swoiste wobec antygenéw HLA biorcy. Ryzyko wystgpienia GVHD jest zalezne
od stopnia zgodnosci antygenéw HLA oraz rodzaju graftu i proporcjonalne do
liczby obecnych w nim limfocytéw. Najwigksze jest przy Tx jelit lub watroby,
mniejsze dla ptuc i nerek. Poczatek choroby zwykle wystepuje wezesnie po Tx
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(mediana 33 dni) i objawia si¢ wystgpowaniem gorgczki, wysypki, biegunki,
wieloliniowych cytopenii badz pancytopenii (2-8 tygodni po SOT), czego konse-
kwencja jest opéznienie diagnozy GvHD przez przypisanie objawéw infekcjom
wirusowym lub reakcjom na stosowane leki. Rozpoznanie GvHD opiera si¢ na
histopatologicznej ocenie zajetych tkanek i stwierdzeniu makrochimeryzmu
limfocytéw we krwi obwodowej, szpiku lub miejscu zmian. Smiertelnos¢ jest
wysoka, bowiem okoto 100% biorcéw przeszczepu pluc i 75% biorcéw watroby
umiera w wyniku niewydolnosci wielonarzagdowej lub infekcji w przebiegu apla-
zji szpiku. Nie istnieja okreslone — tj. poparte literaturg naukowg - procedury
leczenia GVHD u pacjentéw po SOT. Zwykle wykorzystuje si¢ wysokie dawki
steroidéw lub redukeje IS.

16.4. Potransplantacyjne zaburzenia
limfoproliferacyjne (PTLD)

Biorcy przeszczepoéw narzadowych charakteryzuja si¢ zwigkszong zapadal-
noscig na choroby nowotworowe. W zaleznosci od rodzaju przeszczepionego
narzgdu, rézna jest czgsto$¢ wystgpowania poszczegélnych nowotworéw. Na
przyklad, w przypadku nowotworéw ukladu bialokrwinkowego ryzyko wzgledne
oceniane jest przez niektérych badaczy jako nawet 200-krotnie wigksze niz
u immunokompetentnych oséb.

Ostatnia edycja WHO z 2016 roku dotyczaca klasyfikacji zmian rozrosto-
wych uktadu limfoidalnego, opisuje PTLD (post-transplant lymphoproliferative
disorder) jako heterogenng grupe zaréwno poliklonalnych, jak i monoklonalnych
rozrostéw, wyrézniajac nast¢pujace podtypy: florid follicular hyperplasia (FFH),
rozrost plazmocytarny (plasmacytic hyperplasia, PH), zmiany typu mononukleozy
zakaznej (infectious mononucleosis, IM), polimorficzne PTLD, zmiany typu
klasycznego chioniaka Hodgkina oraz monoklonalne PTLD, na ktére sktadajg
si¢ chloniaki z limfocytéw B, limfocytéw T i komérek NK (natural killer),
z wylaczeniem chioniakéw indolentnych.

Sposréd udowodnionych dotychezas czynnikéw majacych wplyw na powsta-
wanie PTLD, wydaje si¢, ze najwazniejszg role odgrywa rodzaj graftu. Ryzyko
wzgledne (RR) jest najwigksze u biorcéw przeszczepéw wielonarzagdowych oraz
biorcéw fragmentéw jelita (239,5), nastgpnie pluc (58,6), trzustki (34,9), watroby
(29,9), serca (27,6), a najnizsze u biorcéw nerek (12,6). Innymi znanymi czyn-
nikami ryzyka s3 przeszczepienia od EBV-pozytywnego dawcy narzadu biorcy
EBV-negatywnemu oraz tzw. skumulowana dawka IS.

Pierwotnie, wigkszos¢ przypadkéw PTLD byla iaczona z infekcjg wiru-
sem EBV. Rozwéj choroby u pacjentéow EBV+ ttumaczony jest deplecjg lub
niewytworzeniem cytotoksycznych limfocytéw T, reaktywnych wobec antyge-

néw wirusa EBV, i w konsekwencji brakiem kontroli immunologicznej nad
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Tasela 16.1. Strategie terapeutyczne w leczeniu PTLD

ZABIEG CHIRURGICZNY USUNIECIE GUZA/PRZESZCZEPU
USUNIECIE PRZECIWCIALA MONOKLONALNE  ANTY-CD20Ab (RITUKSYMAB)
NEOPLASTYCZNYCH
LIMFOCYTOW B INHIBITORY mTOR EWEROLIMUS, SYROLIMUS
CHEMIOTERAPIA SCHEMAT CHOP
LECZENIE?
g ACYKLOWIR, GANCYKLOWIR
KONTROLA“EBY PROFILAKTYKA U BIORCOW
WYSOKIEGO RYZYKA
LR EBV SPECYFICZNE
ADOPTYWNA? MMERCYTY
T-CYTOTOKSYCZNE
+PRZYWROCENIE” ODSTAWIENIE LEKOW
ODPORNOSCI IMMUNOSUPRESYINYCH
BIORCY NARZADU
REDUKCJA IMMUNOSUPRESI A T

ODSTAWIENIE AZA, MMF

AZA - azatiopryna; CNi - inhibitory kalcyneuryny; CTL - cytotoksyczne limfocyty T; EBV - wirus Epsteina-
Barr; GKS - kortykosteroidy; MMF — mykofenolan mofetylu. Modyfikacja na podstawie [5].

zainfekowanymi limfocytami B. To z kolei otwiera drogg¢ do ich proliferaciji
i klonalnej transformacji. Obecne dane wskazujg, ze nawet 50% przypad-
kéw nie ma zwigzku z infekcja EBV oraz ze - poza pierwszym rokiem po
Tx - wystepuje drugi szczyt zachorowan przypadajacy na okres 5-15 lat po
transplantacji.

Obraz kliniczny PTLD moze by¢ niespecyficzny pod postacia np. pogorszenia
funkcji graftu czy wystgpowania objawéw z grupy B, tzn. goraczki, utraty masy
ciala czy nocnych potéw. Zalezy tez od miejsca lokalizacji zmian. Choroba
najczesciej zajmuje wezly chlonne (10-33%), przewéd pokarmowy (10-29%)
i osrodkowy uktad nerwowy (9-13%). Obserwuje si¢ réwniez tendencj¢ do
lokalizacji zmian w narzadzie przeszczepionym (w zaleznosci od przeszczepio-
nego narzgdu). Rozpoznanie PTLD opiera si¢ na badaniu histopatologicznym,
ktorego istotnymi - aczkolwiek niewymaganymi do postawienia ostatecznego
rozpoznania - elementami powinno by¢ oznaczenie obecnosci antygenu CD20
oraz transkryptéw RNA wirusa EBV (EBER). Obecnie uwaza sig, ze potwier-
dzenie aktywnej wiremii EBV, mimo czgstego stosowania w praktyce klinicznej,
nie reprezentuje wartosci diagnostycznej. W przypadku postaci monoklonalne;
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i typu klasycznego chioniaka Hodgkina, obowigzkowy jest staging choroby,
analogiczny do postgpowania w chioniakach wystepujacych u immunokompe-
tentnych pacjentéw.

W leczeniu wszystkich podtypéw PTLD pierwszym i najwazniejszym kro-
kiem jest redukcja IS, ktéra sama w sobie moze doprowadzi¢ do wycofania
si¢ zmian wezesnych (FFH, PH, IM). W przypadku innych podtypéw, z racji
agresywniejszego przebiegu, zwykle uzywa si¢ jej w polaczeniu z innymi stra-
teglaml terapeutycznymi (Tab. 16.1):

* immunoterapig rituksymabem;

* chemioterapig - najczgsciej w schemacie CHOP lub ABVD w przypadku

typu klasycznego chloniaka Hodgkina;

* chirurgicznym wycieciem ograniczonych zmian;

* radioterapig;

* konwersjag CNi na inhibitory mTOR.

W opublikowanych w 2017 roku wynikach wieloosrodkowego badania kli-
nicznego PTLD-1, oceniajacego odpowiedz na terapie z uzyciem rituksymabu,
catkowitg remisj¢ uzyskano w 70% przypadkéw, przy $miertelnosci na poziomie
8% i mediang przezycia wynoszacg 6,6 roku.

16.5. Limfohistiocytoza hemofagocytowa

HLH (hemophagocytic lymphohistiocytosis) jest bardzo rzadkim powikta-
niem u pacjentéw po SOT, charakteryzujacym si¢ wysoka $miertelnoscig. Stanowi
ona efekt nieprawidiowej odpowiedzi uktadu immunologicznego, a czynnikami
wyzwalajgcymi mogg by¢ infekcje (np. CMV, EBV, Mycobacterium tuberculosis)
lub zmiany rozrostowe, np. PTLD. Patofizjologia polega na nadmiernej aktywacji
limfocytéw, skutkujacej uwolnieniem cytokin prozapalnych, takich jak IL-2,
prowadzacej do aktywacji makrofagéw. Wynikiem tego jest proliferacja makro-
fagéw i hemofagocytoza zachodzaca w szpiku, weztach chlonnych, watrobie
i §ledzionie oraz uwalnianie cytokin stymulujgcych limfocyty T, tworzace petle
dodatniego sprzg¢zenia zwrotnego. Objawy kliniczne HLH s3 niespecyficzne
i mogg utrudnia¢ diagnozg, a obejmuja m.in.: goraczke, hepatosplenomega-
lig, limfadenopati¢, wysypke, zoéttaczke lub ogélne wyniszczenie. W badaniach
laboratoryjnych obserwuje si¢ pancytopenig, nieprawidtowe wyniki préb watro-
bowych, wysokie stezenie rozpuszczalnego receptora IL-2, hipertriglicerydemie,
hipofibrynogenemig, hiperferrytynemig. Patognomoniczne, ale niewymagane do
postawienia rozpoznania jest stwierdzenie hemofagocytozy w badaniu histo-
patologicznym. Terapia zwykle oparta jest na leczeniu choroby podstawowe;
oraz redukgji IS.
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Rozdziat 16 Zaburzenia hematologiczne u biorcéw przeszczepéw narzqdowych Il

Podsumowanie

= Zaburzenia hematologiczne u biorcéw przeszczepéw narzgdowych sg
czgsto spotykane w praktyce kliniczne;.

* Pamigtajac o tym, ze niektére z nich (np. PTLD) cechuje gwattowny prze-
bieg oraz wysoka $miertelno$¢, wymaga to od lekarza szybkiej interwencji
pod postacig przede wszystkim jak najszybszego rozpoczecia diagnostyki
wraz z redukcjg dawek immunosupresji.

» Z powodu niespecyficznych objawéw, licznych potencjalnie wywotujacych
je czynnikéw oraz w wielu przypadkach braku jednoznacznych wytycz-
nych, zaburzenia hematologiczne stanowig wyzwanie diagnostyczne i tera-

peutyczne.
* Do zapamigtania: jesli podejrzewasz PTLD - to najprawdopodobnie;j
juz jest.
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Simple Summary: Organ graft type is an independent risk factor for the development of FTLD.
Duge to small cohort sizes caused by the rarity of the disease, most studies and trials are performed
an populations of recipients of various organ graft types. Cur study is a first direct comparison
of the effect of different risk and prognostic factors between kidney and liver transplant recipients
(KTRs and LTEs, respectively). We have demonstrated that the analysis of risk factors based on
the general solid organ transplant recipient population is inconsistent with the results obtained
through the analysis of single organ graft type cohorts. The risk of FTLD is lower in KTEs who are
female, <45 years old at transplantation, or treated with cyclosporin. Based upon our findings, we
are confident that the type of organ graft is an overriding factor in FTLDs" development and course.

Abstrack Post-transplantation lymphoproliferative disorder (PTLD) is a life-threatening complication
of solid organ transplantation (50T). Its development risk varies among organ graft recipients. In this
study, metrospective data were analyzed to compare FTLDYs risk and prognostic factors between adult
kidney and liver transplant recipients (KTRs and LTRs, respectively). Chver 15 years, 2598 KTEs and
1378 LTEs were under observation at our center. Sixteen KTRs (0.62%) and twenty-three LTEs (167%)
were diagnosed with FTLD. PTLD developed earlier in LTRs (p < 0.001), 50T patients > 45 years old
(p = 0.002), and patients receiving tacrolimus (p < 0.001) or not receiving cyclosporin (p = 0.03)
at diagnosis. Tacrolimus use, male sex, and age > 45 years old significantly affected the time of
PTLD onset in KTEs (hazard ratio (HR) = 18.6, 7.9 and 5.2, respectively). Survival was longer in
LTRs < 45 years old (p < 0.009). LTRs were more likely than KTEs to achieve complete remission
(p = 0.039). Factors affecting PTLD development and outcome differ between KTRs and LTREs; thus,
these populations should be separately evaluated in future studies.

Keywords: kidney transplantation; liver transplantation; post-transplant lymphoproliferative disorder;
solid organ transplantation
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1. Introduction

Post-transplantation lymphoproliferative disorder (FTLD) was first described as a life-
threatening complication of allotransplantation in 1969 by Penn et al [1] in a series of five
kidney graft recipients diagnosed with lymphoma. Currently, it is recognized as a heteroge-
neous group of lymphoid neoplasms occurring in hematopoietic stem cell and solid organ
transplant (SOT) recipients. These groups of patients are at increased risk of carcinogenesis,
with standardized incidence ratios nearing 10 for non-Hodgkin lymphoma (NHL) and 4 for
classic HL [2]. According to the 2016 revision of the World Health Organization (WHO)
classification of lymphoid neoplasms [3], the following histopathological PTLD subtypes
are recognized: infectious mononucleosis, plasmacytic hy perplasia, florid follicular hyper-
plasia, polymorphic, monomorphic (B- and T/natural killer (NE}-cell subty pes with the
exclusion of indolent lymphomas), and HL. Previous research has established a clear role
of Epstein-Barr virus (EBV) in the development of early-onset PTLD {<12 months after
transplantation), especially in pediatric graft recipients. It has been reported that primary
EBV infection combined with the effects of T-cell depleting induction and maintenance
immunosuppression (I5) can drive malignant B-cell transformation [4]. However, the
pathogenesis of PTLD is multifactorial and not entirely understood, as in up to 50% of all
cases, the disease is EBV-negative [5], up to 10% of neoplasms stem from T/NK cells [5,7],
and another peak of onset is observed at 10~15 years post-transplantation [5,9]. To date,
several other risk factors have been proposed or identified based on varying degrees of
evidence [10], including the cumulative dose of immunosuppressants {induction, mainte-
nance, and acute rejection treatment}, use of certain immunosuppressive agents, primary
diseases [11], and viral infections such as cy tomegalovirus (CMV), hepatitis B (HBV), and
C (HCV) [12-15].

Assembling a large cohort of single type organ graft patients with PTLD is difficult;
therefore, most researchers have investigated PTLD in combined populations of different
organ graft recipients, and found that the relative risk (RR) of disease development signifi-
cantly varies according to the type of transplanted organ [16-21]. Multiorgan and intestinal
graft recipients have the highest RR (RR = 239.5) in contrast to lung transplant recipients
{RR = 58.6), pancreas transplant recipients (RR = 34.9), liver transplant recipients (LTRs)
{ER =29.9), heart transplant recipients (KR = 27.6), and kidney transplant recipients {KTRs)
{RR =12.6) [22].

This study identified the factors contributing to the development, course, response to
treatment, and outcomes of PTLD and compared their impact on KTEs and LTRs.

2, Materials and Methods
21. Study Participants

This retrospective cohort study included 39 patients diagnosed with PTLD out of
2598 KTFs and 1378 LTRs followed up at our center bebween 2002 and 2017. The KTR
group was defined as KTRs and non-simultaneous KTEs and LTRs who received a kidney
graft first. The LTR group was defined analogically. The SOT group consisted of 39 patients
{KTRs and LTRs). Both KTEs and LTE= included one non-simultaneous KTR and LTR
each. No pediatric patients were included in the study; however, three KTRs and one LTR
underwent transplantation at the age of 6-14 years and developed PTLD in adulthood.
Identified cases were classified into PTLD subtypes according to the 2016 revision of the
WHO classification of lymphoid neoplasms. In FTLD cases confirmed posthumously, the
date of first cytological or imaging results suggestive of PTLD was considered the date
of PTLD diagnosis. EBV positivity was determined to be either active EBV replication or
the presence of latent membrane protein 1 in histopathological samples. The analyzed
data were collected from the patients’ medical records. This study was approved by The
Bioethics Committee of the Medical University of Warsaw, approval No. AKBE/ 90,/ 2022,
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2.2 Statistical Analyses

The statistical differences in clinical characteristics were assessed using the Mann—
Whitney U test. The Welch's t-test was performed to compare the mean parameters, and
the log-rank test was used to compare Kaplan—Meier estimator curves between groups.
Univariate and multivariate analyses of the effects of variables on the FTLD time of onset
were calculated using the Cox proportional hazards model and Wald test. Data analyses
were performed in R version 3.2.3. p < (.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1, Clinical Characteristics

The clinical characteristics are summarized in Table 1. The prevalence of PTLD was
0.62% (16 patients) and 1.67% (23 patients) in KTRs and LTRs, respectively. The incidence
rate of PTLD was 0.8 per 1000 patient-years for KTEs and 21 per 1000 patient-years for
LTRs. There was no significant difference in sex distribution among the PTLD patients. The
median age at first transplantation was 28 years for KTRs (range 6-70 years) and 48 for
LTREs (range 12-60).

Table 1. Clinical characteristics

LTRs KTRs
Patient Characte ristics n (%) p-Value
MNumber of patients 23 (100) 16 (104)
PTLD incidence rate (per 1000 patient-years) 21 0.5
Mean age at Tx {years) [SD] 437 (12.0) 36.3 (20.7) 021
Malkes 13 (56.5) 11 (68.5) 0.456
Females 10(43.5) 5(3L3) 0.456
KT+LTEs 1{4.4) 1(6.3) 1o
Fetransplantation 1(4.4) 1(6.3) 10
15 Treatment
Induction
Anti-CD25 12 (52.2) 3 (18.8) 0.076
ATG 0 {0y 1(6.3) 0553
A cute rejection
Total B (34.8) 5(3L3) 0.329
l{44)nodata 2 (12.5)no data
GCS treated B (34.8) 5(3L3) 0984
ATG treated 1{4.4) LRI 0.456
Maintenance
Monotherapy 4(17.4) LRI Q.os2
Double drig therapy 12 (52.2) 6 (37.5) 0.381
Triple drug therapy 7 (30.4) 10(62.5) Q.os2
GCs 14 (60.9) 13813 Q428
CséA 2(87) & (50) (L.004*
TAC 21(91.3) 6 (37.5) <0001 *
AFA 1{4.4) 5(3L3) L.025+
MMF 11(47.8) 10(62.5) 0.255
Viral Replication LTRs KTEs p-Value
EBV DNA 10{43.2) 10(62.5) 0.053
52L7)nodata  5(3L3)no data
ChV DNA 0 {0y 2(125) 0.053
HEV DIMA 2(87) 1(6.3) 0.505
HCV EMA 5(21.7) 1(6.3) 0.201

ATG—anti-thymecyte globulin, AZA—azathioprine, CMV—cytomegalovirus, CaA—cyclosporin, EBV—Epstein-
Barr wirug, GCe—glucocorticostercids, HBV—hepatitis B virus, HCV—hepatitis C virus, KT+LTRs—non-
simultaneous kidney and liver transplant recipients, KTRs—kidney transplant recipients, LTRs—liver transplant
recipients, MMF—mycophenolate mofeti]l, TAC—tacrolimus (Mann—Whitney U-test for comparison between
KTRs and LTRs), *p < Q05

38



Cancers 2022, 14, 1953

4of 13

Antibody induction was used in a total of 16 SOT recipients {41.03%). Anti-cluster
of differentiation 25 (CD25) antibodies were administered to 12 of 23 LTRs (52.17%) and
3 of 16 KTEs (18.75%). Anti-thymocyte globulin was used in only one KTR (6.25%). A
history of acute rejection was recorded in one-third of patients in both groups. Four
LTEs reeived tacrolimus (TAC) monotherapy as maintenance IS, The remaining patients
were either on bwo- or three-drug regimens composed of glucocorticosteroids, calcineurin
inhibitor (cyclosporin (CsA) or TAC), and an anti-proliferative agent (azathioprine (AZA)
or mycophenolate mofetil (MMF)). Compared to LTRs, a significantly larger number of
KTRs received egimens containing CsA and AZA, whereas TAC-based IS5 was used in a
significantly higher proportion of LTRs than KTRs (Supplement Table 51). No significant
differences in viral replication and serological status for CMV, HBV, and HCV were detected.
Only a difference in EBV positivity approached statistical significance (p = 0.053); however,
in 31.25% of KTRs and 21.74% of LTRs, the data regarding EBV were unavailable. PTLD
was mostly diagnosed at >12 months after transplantation (late onset), and its type was not
significantly different between LTRs and KTRs (Table 2). Data regarding the location and
dissemination of PTLD are presented in Supplement Table 52.

Table 2. FTLD characteristics.

LTRs KTRs

PTLD Characteristics n (%) p-Value
Focal disease 11 (47.8) & (50) 0.508
Disseminated disease 12(52.2) & (50) 0.508
Early onset 5{17 1{6.3) 016
Late onset 18 78.3) 15 (93.8) .16
Fost-mortem diagnosis s 0 {0 0.083
WHO 2016 Type

Florid follicular hyperplasia 1(44) 0 {0y 0.434
Infectiots mononuclecsis 0 {m 1{6.3) 0251
Plasmacytic hyperplasia 6 {26.1) 1{6.3) 0122
Folymorphic 4(17.4) 1{6.3) 0324
Monomorphic B-cell 11 (47.8) 9(56.3) 0152
-DLBCL 9(39.1) 3(18.8) 0168
-HGBL 1(44) 1{6.3) 0505
-Lymphomatoid granulomatosis 0(m 2125 0.164
-Plasmacytic myeloma 0 1{6.3) 0.333
-MCL 0o(m 1{6.3) 0333
-Orther 1(44) 1{6.3) 0505
Monomorphic T-cell 1(44) 3(18.8) 0167
Classic Hodgkin lymphoma 0 {m 1{6.3) 0553

Early onset is <12 monthe after transplantation, late onset is >12 months after transplantation, DLBCL—diffuse
large B-cell lymphoma, HGEL—high-grade Bcell lymphoma, KTRs—kidney transplant recipients, LTRs—liver
transplant recipients, MCL—mantle el lymphoma. p-values represent the Mann-Whitney U-test comparison
between KTRs and LTRs.

3.2, Factors Associated with PTLD Devdopment

Kaplan-Meier estimator curves were plotted and compared using the log-rank test
to determine the impact of different variables on the time of PTLD onset. The analyses
revealed significantly different dynamics of disease development between KTRs and LTRs,
with a mean time to PTLD diagnosis of 118.6 months (9.9 years) and 55.8 months (4.7 years),
respectively (Figure 1A). Earlier PTLD developmentin the SOT population was associated
with age at transplantation > 45 years, TAC-based, and non-CsA 15 regimens (Figure 1B-D).
Subsequent Kaplan—Meier estimator curve analyses for separate KTR and LTE groups
showed that the significance of the aforementioned risk factors changed in relation to the
type of transplanted organ. Age at transplantation > 45 years retained significance in KTRs,
but not in LTRs (Figure 2C, D). TAC-based I5 regimens retained significance in both KTEs
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and LTEs (Figure 2E,F). Female sex, a factor that was not significant in the SOT group, was
significantly associated with later PTLD onset in the KTRs (Figure 2A B).

A Time from SOT to PTLD B Time from S0T to PTLD
p=0.001 p=0.002
Lo p———— foe 4
] ; e ‘_,J—'J
£ | i £ i -
5 [
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Figure 1. Factors influencing the dynamic of PTLD development in the SOT group: (A) organ
type, (B) age at transplantation, (C) use of TAC in the maintenance IS regimen at the time of FTLD
diagnosis, and (DY) use of cyclosporin in maintenance IS at the time of PTLD diaghosis. pvalues
represent the log-rank analysis of the Kaplan-Meier estimator curves.

The results obtained through log-rank analyses of the Kaplan-Meier estimator curves
were verified using univariate and multivariate Cox proportional hazards models (Table 3).
In the 50T group, univariate analyses revealed a significantly increased hazard ratio
{HE)} of earlier PTLD development in patients older than 45 years at transplantation
{HE = 1.03, 95% confidenoe interval (CI) = 1.01-1.05; p = 0.006), patients with TAC-based
I5 (HR = 5.09, 95% CI = 2.00~12.95; p < 0.001), and a decreased HR in patients treated
with CaA-based IS regimens (HRE = 0.44, 95% CI = 0.20-0.95; p = 0.036). In univariate
analy ses, significant increases in HR were detected in KTRs > 45 years old at transplantation
{HE = 1.04, 95% CI= 1.00-1.07; p = 0.044), male KTRs (HR = 4.86, 95% CI = 1.03-22.81;
p = 0.045), and KTRs receiving TAC (HE = £.25, 95% CI = 1.68-23.21; p = 0.008).
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Figure 2. Transplanted organ-dependent effect of different variables on PTLD development: (A) KTR

sex, (B) LTR sex, (C) KTR age at transplantation, (D) LTR age at transplantation, (E) Presence of TAC
in KTR IS regimens at PTLD diagnosis, (F) Presence of TAC in LTR IS regimens at PTLD diagnosis.
p-values represent the log-rank analysis of the Kaplan-Meier estimator curves.
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Table 3 Univariate and multivariate Cox proportional hazards models of the effect of variables on the FTLD time of onset.

S0T—Univariabe KTR—Univariate LTR—Univ ariabe
Variable HR 95% CI p-Value Variable HE 95% 1 pValue Variable HR 95% C1 p-Value
Male sex Lo {0.74-2.00) 0269 Male g 4ss [LO3-22.81) D045 * Male sex Lia (D44-2.44) 0.929
Age at Tu > 45 years Loa {L01-L.0s) 0006 * Age at Tu> 45 years Lid (LO0-L.07) ERIE S A Ape at Tu > 45 years Loz (098~ L05) 0.as7
Fetrarsplantation 0.5% [D29-23) 0.5 Fetransplantation 246 (0.29-21.13) 0412 Retransplantation 045 (0.1-2.04) 0.0
Monotherapy 218 (0L81-5.84) ai1z Monotherapy MA MA HA Monatherapy L1l {041-3.06) 0L.Ba5
Diouble drug therapy 088 (D46~ LE7) 068 Double drug therapy 056 (018-L61) 0282 Diouble drug therapy L18 (D51-275) 0655
Triple drug therapy 0. (051-1B6) 0,534 Triple drug therapy L9 (062-514) 0282 Triple drug therapy 0.8l (D.35-2.36) 0851
GCS 0E (043178 filve] GCs 068 {018-2.59) 0574 GCS L& (07-2.94) 0.247
Cad 044 {0:20-0.95) =" CaA 059 {021-L64) 031 Cad 455 (091-22.8) 0065
TAC 509 {200-12.95) <000l * TAC 625 [L&8-23.21) U006 * TAC 022 (0411} 0065
ATA .68 {028~ 1.64) 0ass AZA 128 {042-2.95) ne6d AZA 0.58 {0L0R-4.35) 0.5
MMF 078 (0.41-1.5) 0ds3 MMF Lid [036-2.05) 0936 MMF .68 {028~ 164d) 0,209
ATG induckion 033 {LD4-2.52) 0288 ATG induction 048 (O06—2.8) 0458 ATG induction MA NA MA
Anti+CD25 inchaction Las {LGS-2.6d) 06 Ant-CD25 induction ar4 (02-2.67) 0845 Ant-CDIS induction L (D44-2.6) .Bsd
AR treated with GCS 075 {037-1.51) 0413 AR treated with GCS sl (018-2.01) o412 AR treated with GCS 072 (03-1.76) L o
AR treated with ATG La& {OL1B-10.ET) 0753 AR treated with ATG MA MA MA AR treated with ATG og (L12-6.93) Q.92
EEV DA or2 (031-1.68) 0447 EEV DA il {D0E-603) 0744 EBV [RA L& (DA2-4.43) 0.314
CMV DNA 06 (0L.14-2.51) 0.452 CMV DNA L26 (QZF-5E7) arar ChV DA MNA NA MA
HEV DiNA 0.8 {0:26-2.83) LR HEWV DA 06l {D0E-47E) n&3s HEV DA Laz [03-5.85) 0718
HCV ENA L8 (045-2.61) 0.861 HCV RRA 048 (L06-3.8) 0458 HCV EhA 0.96 (035-2.65) 0847
SOT—hultivariate ETR—Multivariate LTR—Multivariate
Variable HRE 055 T pValue Varisble HE 5% C1 p-Value Varizble HRE 055 T pValue
LT L75 (063-4.83) 0281 Male g 7.7 (L25-49.25) o7 * Male sex 0872 (036-2.13) 0745
Age at Tu > 45 years al6 (L4-7-1) QLo0s Apge at T > 45 years. 521 (LD4-26.25) 0uD4s ™ Age at Ti > 45 years Lél (uG2-4.21) 0332
TAC 585 {L85-38.24) e TAC 1857 (279-122.87) ouoa * TAC 024 {004-135) 107
Cad Lel {0:39-9.21) 04z

AR—acute rejection, ATG—anti-thymocyte globulin, AZA—azathioprine, CMV—cytomegalovirus, CaA—cyclosporin, EBV—Epstein-Barr wirus, GCs—glucocorticostercids,

HBV—hepatitis B virus, HCV—Hepatitis C virus, KT+LTRs—nonsimultaneous kidney and liver transplant recipients, KTRe—kidney nt recipients, LTRe—liver transplant
recipients, LTx—liver transplantation, MMF—mycophenolate maofetil, S0T—solid organ transplantation group, TAC—tacrolimus, Tx—transplantation. Wald test's p-values. * p< 0U05,
MA—not applicable.
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In multivariate analyses, only age at transplantation > 45 years remained a sig-
nificant risk factor for all SOT patients (HR = 3.16, 95% CI = 1.4-7.1; p = 0.005). For
KTRs, all three factors retained significance: age > 45 years at transplantation (HR = 5.21,
95% CI= 1.04-26.25; p = 0.045), male sex (HR = 7.87, 95% CI = 1.25-49.26; p = 0.027), and
TAC-based IS (HE = 18.57, 95% CI = 2.79-123.57; p = 0.003).

3.3, Treatment and Outcomes

Both groups received similar PTLD treatment (Table 4). LTEs were more likely to
achieve complete remission {CR) than KTRs, whereas other outcomes did not significantly
differ between the groups (Table 5). Kaplan-Meier estimator curve analyses revealed that

patient survival was superior in LTEs < 45 years old at transplantation (Figure 3B). In KTRs,
age did not significantly affect survival (Figure 34).

Table 4. FTLD treatment.

LTRs KTRs
PTLD Treatment (%) p-Value
RIS 22 (957) 14 (87.5) 0.5
RAPA 9(39.1) 3(15.8) 0.186
EVR o () 1(63) 0.251
Anti-CD20 £ (26.1) 4(25) 0,955
Chemotherapy 14 (60.9) 11 (68.8) 0.631
_R-CHOP 7 (30.4) 2(12.5) 0204
-CHOP 4(17.4) 2(12.5) 0,698
-Other 3(13) 7 (43.8) .02 *
Surgery B (348) 5(3L3) 0834
Radictherapy 0 () 2(12.5) 0.093

Chemotherapy—combined instances E-CHOF, CHOF, and other use, EVR—conversion to everalimus,
ETEs—kidney transplant recipients, LTRs—liver transplant secipients, Other—chemotherapy protocols less
frequently used in PTLD (e.g., doscorubicin, bleomycin, vinblastine, dacarbazine (ABVLY), ifosfamide, carboplatin,
etoposide (ICE), cyclophosphamide monotherapy), RAPA—conversion to sirolimus, RIS—meduction of immune-
suppression, R-CHOP—anti-CD20 + CHOF p-values represent the Mann-¥Whitney U-test comparison between
KTEs and LTRs. * p < (.05

A Time from PTLD to death (KTRs) B Time from PTLD to death {LTRs)
p=08 p=0.009
0+ — Age <45 100 -—| — Age <45
I L Ao >43 | Age b‘s.
B —| i
£ e Z e
_; & 2w
g £
3 3
o | o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
24 & TR DA 10 14 168 192 M6 24 48 T2 OB 10 144 188 192 28
tim& [mernkhs| time [mangha|

Figure 3. Factors influencing patient survival. (A) KTR age at transplantation, (B) LTR age at
transplantation. p-values eepresent the log-rank analysis of the Kaplan-Meier estimator curves.
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Table 5 Outcomes.

LTEs KTRs
Cutcomes n (%) p-Value
CR 12(52.2) a(18.8) Q.o3e*
Mean CR duration (months) (SD) 737 (56.1) B9.7 (61.7) 1711
Mean survival (months) (S0Y) 56.1 (53.4) a7.3(519) 0.28
Total deaths 9(39.1) 6 (37.5) 0.933
FTLD related deaths 5(217) 4 (25) (.83
Alive 12(52.2) 9 (56.3) 0817
Lost to follow up 2(87) 1{6.3) (L.805

CE—complete emission. KTRs—kidney transplant recipients, LTRe—liver transplant recipients. p-values
represent the Mann-Whitney U-test compariscn between KTEs and LTRs. * p < .05,

4. Discussion

We identified the effect of specific IS agents on PTLD development in KTR and LTR
populations. Our findings that CsA use or TAC avoidance in KTRs in female patients
younger than 45 years are associated with later PTLD onset support the idea of tailored
maintenance IS regimens as a risk-reduction strategy. These findings contradict the current
consensus that the intensity and cumulative dose of IS, rather than particular maintenance
immunosuppressive agents, affect PTLD development and course. Prospective validation
of these findings is warranted.

We demonstrated that the significance of risk factors is dependent on the type of
transplanted organ. Thus, extrapolation of the impact of PTLD risk factors in combined
50T recipient cohorts onto graft-specific populations may produce inaccurate results. For
example, none of the three significant variables affecting the time of PTLD onset in our
total SOT cohort re tained significance in the LTR subgroup, and only two of three remained
significant in the KTR group. Transplanted organ-related differences in the time of PTLD
onset were recently reported by Lau et al [23]. The authors found that the median time
from transplantation to diagnosis was 0.49 years for LTRs and 4.0 years for KTRs, whereas,
in our study, the mean time to PTLD diagnosis was 4.7 and 9.9 years for LTRs and KTRs,
respectively. Such a difference may be attributed to the high proportion of pediatric patients
in the cohort of Lau et al,, as they require more IS and have a higher incidence of primary
EBV infection than adults. Furthermore, a higher PTLD incidence among LTRs compared
to KTRs in our cohort is in accordance with previous reports [24].

KTRs > 50 years of age at transplantation have an increased risk of late-onset PTLD
{HE = 1.28) [25]. Our results show a marked risk increase (HR = 5.21) at a younger cut-off
age of 45 years at kidney transplantation. Additionally, age > 55 years was previously
reported to negatively impact the survival of KTRs with PTLD [26], which is not supported
by our data in the KTR group. We consider the improved survival of LTRs < 45 years at
liver transplantation a novel finding, as most studies analyzing the prognostic factors for
LTRs= are based on pediatric or mainly pediatric cohorts and describe an inverted age-FTLD
association, where adult recipients demonstrate improved survival In a paper by Fararjeh
et al [27], age was not a significant factor in the survival of adult LTRs.

To date, data on the role of patients” sex in FTLD development in 30T recipients
are limited. Moreover, sex analyses are mostly associated with patient survival [28]. The
impact of different immunosuppressive agents on the PTLD time of onset and patients’
survival has been a subject of debate. Large registry studies have shown contradictory
effects of TAC use with PTLD development in KTRs: Bustami et al. reported an increased
risk of PTLD in first-time KTRs without antibody induction [29], whereas Francis et al.
described a decreased risk of PTLD [30]. Additionally, a combination of MMF and CsA use
is associated with a lower PTLD risk in KTRs [31]. Despite the statistical significance of
TAC use in later PTLD onset among LTEs, it must be underlined that 21 out of 23 pakients
in this group received TAC and only 2 received CsA. However, the p-value of this analysis
was p= 0.04. This observation should be validated on larger cohorts of LTRs taking TAC or
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CaA. Additionally, the significantly higher number of patients treated with TAC in the [TR
group, who tend to develop FTLD earlier than KTRs in our cohort, might have affected the
Kaplan-Meier estimator curve analysis of the effect of TAC on the time to FTLD diagnosis
in the SOT group. We consider this as a possible limitation of this analy sis.

The outcomes of PTLD treatment, particularly the 54% patient survival and the lack
of a clear, statistically significant advantage of any treatment modality at this sample size,
may be a result of the inclusion of patients treated before the rituximab era and of the high
percentage of monomorphic T-cell PTLD cases. Initial reduction in IS treatment (RIS) was
performed in 36 of 39 patients in our study and is concurrent with reports of withdrawal or
reduction in AZA, MME, or CNI or even lemporary cessation of maintenance I5 during
chemotherapy [32]. However, the clinical outcome of RIS is highly variable and depends on
the type and lineage of PTLD [33]. Contemporary treatment strategies yield higher efficacy,
as confirmed by the results of the PTLD-1 prospective, international, multicenter phase II
clinical trial. In that study, 58% of B-cell derived PTLD patients demonstrated a complete
or partial response to rihecimab induction, followed by rituximab monotherapy or an
immunochemotherapy consolidation regimen consisting of rinuximab, cydophosphamide,
doxorubicin, vincristine, and prednisone {B-=CHOP) [34]. The higher frequency of CRin the
LTR than in KTR group in our study may be due to a relatively high number of non-diffuse
large B-cell lymphoma monomorphic B-cell PTLD (e.g., lymphomatoid granulomatosis,
plasmacytic myeloma) and monomorphic T-cell PTLD among KTRs. The observed higher
rate of T-cell PTLD in KTRs is in accordance with previous studies—in their meta-analysis
of 9 local and 147 reported cases of T-cell PTLD, Herreman and Dierickx found that this
subtype of PTLD is most frequent in KTRs, who constituted 63% of all cases [35]. Although
statistically insignificant, the higher number of PH FTLD patients in LTRs may reflect the
shorter time to PTLD development in this group and lower intensity of IS treatment.

Recently, evidence emerged that the epidemiclogy of FTLD is evolving, and with
current antiviral prophylaxis and stricter donor matching for EBV-seronegative recipients,
there is an observable trend towards an increase in late-onset, EBV-negative PTLD [36-39],
Conversely, the field of oncological and immunological research in the immunocompro-
mised population is expanding, as novel clinicopathological entities such as EBV-positive
mucocutaneous ulcer [40] are still being discovered, and new modes of therapy are being
proposed. Regarding PTLD patients, the most promising results are from studies investi-
gating adoptive immunotherapy such as EBV-specific cytotoxic T cells [41] and chimeric
antigen receptor T cells [42,43]. Both treatments can provide a sustained antiPTLD re-
sponse by T-cell engraftment, reducing the risk of disease relapse and serving as anend
of the line intervention for riheximab or R-CHOF non-responders [44,45). Recently, vari-
ous NE-ell therapies have been suggested as possible PTLD treatment based on studies
conducted on immunocompetent non-Hodgkin lymphoma patients [46]. In our study, no
significant differences in the viral DINA and serological status for EBV were detected.

To the best of our understanding, this study had two main limitations. First, the
sample size was relatively small, leading to wide Cls in the multivariate analyses. Second,
the data regarding EBV status were missing in one-quarter of the patients, resulting in a
nearly significant discrepancy in KTE and LTR group composition. However, the major
advantages of our study were the 15-year follow-up period of a large cohort of 3976 50T
recipients and homogenous post-transplant medical care.

5 Conclusions

In summary, CsA use in female KTRs < 45 years at transplantation postpones PTLD
development. Despite the cohort size, multivariate analyses supported this claim, as
statistically significant changes in HR were found for these variables. The data suggest that
graft type might be an overriding risk determinant, as the dynamics of PTLD onset and the
impact of multiple other risk and prognostic factors significantly differ in relation to the
type of transplanted organ. Further analyses are necessary to identify subsets of patients
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who might benefit from specific mainfenance treatment modalities. Such an approach seems
invaluable to achieve tailored diagnostic tools and treatment modalities for SOT recipients.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at https:
Sfwwwmdpi.com/article 10,3390/ cancers 14081953/ =1, Table 51: History of immunosuppressive
treatment in our cohort of PTLD patients; Table 52: PTLD location and dissemination in the 50T
group (1 =39).
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Simple Summary: Post-transplantation lymphoproliferative disorder is considered one
of the most life-threatening complications of solid organ transplantation (SOT). Evidence
suggests that PTLD risk is influenced by organ graft type. Since only a limited population
is at risk of PTLD, the majority of research has been based on either small cohorts of single
graft-type recipients or larger cohorts of multiple types of SOT recipients. The conclusions
from such studies may not be sufficiently generalizable or may miss organ-specific risk
and prognostic factors. To address these limitations, we created a multicenter registry
that included 103 PTLD patients diagnosed out of 9432 kidney, 3500 liver, and 331 lung
transplant recipients. We used this registry to analyze various risk and prognostic factors
according to organ graft by pes. We found that the constellation of factors affecting the time
of PTLD onset and patient survival differs bebween kidney and liver transplant recipients.

Abstract: Background /Objectives: The risk of post-transplantation lymphoproliferative
disorder (FTLDY) varies according to the type of fransplanted organ. To investigate the

factors contributing to PTLD development and treatment outcomes, we established a
multicenter registry that included patients diagnosed with PTLD within a population of

hitpe: / /doi.org/ 103300,/ cancers17 111770
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13,263 kidney, liver, and lung transplant recipients (KTRs, LTRs, and LngTRs, respectively),
observed in a period between 2000 and 2023. Methods: The chi-squared test was used to
analyze differences in group composition. Univariate and multivariate Cox regression were
applied to determine the impact of factors upon PTLD onset and patient survival. Results:
Owur registry included 58 cut of 9432 KTRs, 40 out of 3500 LTEs, and 5 out of 331 LngTRs.
The median time to PTLD onset was significantly longer among KTRs (117 months post-
transplant) than among LTR= (49 months, p < 0.001) and LngTRs (5 months, p< 0L001). LTRs
treated with tacrolimus developed PTLD later compared to LTEs treated with cyclosporin
{p=0.042). In multivariate analysis, older age at first transplantation correlated with earlier
disease development in SOTRs (HR = 1.03, p = 0.006) and KTRs {HR = 1.04, p = 0.003).
Older age at first transplantation was also associated with worse survival among KTRs
{p = 0.045). Conclusions: We identified clear differences in the factors affecting PTLD onset
and survival between KTRs and LTRs. Organ-specific analyses are needed to improve our
understanding of FTLD risk factors, treatment choices, and clinical outcomes.

Keywords: post-transplantation lymphoproliferative disorder; lymphoma; kidney
transplantation; liver transplantation; lung transplantation

1. Introduction

Since Penn et al. first described a series of malignant lymphoma cases among kidney
transplant recipients, it has become increasingly apparent that lymphoid necplasms pose a
non-negligible threat to allograft recipients [1]. Additional reported cases, including some
that are polyclonal, have led to the recognition of post-transplantation lymphoprolifer-
ative disorder (PTLD) as a new disease entity. In the 2022 revision of the World Health
Organization classification of lymphoid neoplasms, PTLD is defined as lymphoid prolif-
erations and lymphomas arising in the setting of immune deficiency /dysregulation [2].
Immunedeficiency—or more specifically immunocsuppression—in the setting of organ
transplant reportedly increases the risk of nonrHodgkin and Hodgkin lymphoma by
10-fold and 4-fold, respectively, among organ graft recipients compared to the general
population [3].

The most wellestablished explanation of PTLD pathogenesis involves Epstein—Barr
virus (EBV) replication in an allograft recipient, where suppressed and/or depleted T-
cells cannot contain the virus-driven B-cell proliferation and oncogenesis. This scenario
accounts for the majority of early-onset cases (<12 months post-transplantation) [4] and
is most frequent in pediatric graft recipients who carry the highest risk of a primary
EBV infection [5]. PTLD shows a second incidence peak at approximately 10-15 years
post-transplantation [6], which exhibits different pathogenic mechanisms since up to 50%
of cases are EBV-negative [7], and the disease stems from T/NK cells in up to 10f% of
cases [8,9].

The available evidence suggests that PTLD risk is influenced by organ graft type,
EBV donor/ wecipient mismatch, and the cumulative dose or duration and intensity of
immumosuppression (including induction and rejection treatment}, while the impact of
other factors remains ambiguous [10]. Multiorgan and intestinal graft recipients exhibit
the highest relative risk (RR = 239.5), followed by lung transplant recipients (LngTRs,
RR = 58.6), pancreas transplant recipients (KR = 34.9), liver transplant recipients (LTEs)
(RR =29.9), heart transplant recipients (RR = 27.6), and kidney fransplant recipients {KTRs)
{RR=12.6) [11,12].
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Since only a limited population is at risk of PTLD, the majority of research focusing
on risk and prognestic factors has been based on either small cohorts with a single graft
type [13-16] or larger cohorts of solid organ transplant recipients (30TEs) and hematopoi-
etic stem cell transplant (HSCT) recipients [17-20]. Notably, these approaches may yield
biased results. The conclusions from single-center studies may not be sufficiently gener-
alizable to other transplant cohorts, while conclusions from studies that pool data across
multiple types of SOTRs may lack granularity and miss organ-specific risk and prognos-
tic factors.

To address these limitations, we created a multicenter registry of PTLD among SOTRs.
In the present study, we used this registry to analyze various risk and prognostic factors

according to organ graft types.

2. Patients and Methods

21. Study Participants

For this study, we identified patients diagnosed with PTLD from the six transplan-
tation centers participating in this project Department of Transplantology, Immunology,
Nephrology, and Internal Diseases, Medical University of Warsaw {(KTRs and LTRs); Depart-
ment of Nephrology and Transplantation Medicine, Wrodlaw Medical University (KTRs);
Department of Nephrology, Transplantology, and Internal Medicine, Medical University
of Gdarisk (KTRs); Department of Nephrology, Medical University of Lublin {(KTRs); De-
partment of Hepatology, Transplantology, and Internal Medicine, Medical University of
Warsaw (LTRs); Department of Cardiac, Vascular, and Endovascular Surgery and Trans-
plantology, Medical University of Silesia, Silesian Center for Heart Diseases (LngTRs).
Each center received the same forms and data collechion instructions. As the participating
transplantation centers focus on adult patients, we included predominantly transplant
recipients who were diagnosed with PTLD as adults {although no age criterion was set)
in a time period between 2000 and 2023 with histologically confirmed PTLD. We have
excluded hematopoietic stem cell transplant recipients, simultanecus kidney and liver
transplant recipients, patients with a history of lymphoma prior to 50T, and patients with-
out a histological confirmation of PTLD diagnosis. The analyzed data were collected from
the patients” medical records, and no central medical databases were used. The collected
data included the following: patients’ sex, age at first transplantation, dates and types of
50T, use and type of induction I5 therapy, maintenance IS regimen at the time of PTLD
diagnosis, number of acute rejection (AR) episodes, type of AR treatment, date of PTLD
diagnosis, virological status at PTLD diagnosis (for CMV, EBV, HBV, and HCV), PTLD
histology, location of lesions, FTLD treatment ty pes, and outcomes.

The included patients were classified into three groups: KTRs, LTRs, and LngTRs. The
KTR group was defined as KTEs, as well as patients who received non-simultaneous kidney
and liver transplants with the kidney graft first. The LTR group was defined analogously.

The identified PTLD cases were classified into PTLD subty pes according to the 2022
International Consensus Classification (ICC) of mature lymphoid neoplasms [21]. Among
posthumously confirmed PTLD cases, the date of PTLD diagnosis was defined as the date
of the first oy tological or imaging results suggestive of PTLD. EBV positivity was classified
as either active EBV replication, the presence of latent membrane protein 1, or EBV-encoded
RNA in sitn hybridization (EBER ISH) in histopathological samples.

The design of this study was approved by the bicethics committee of the Medical
University of Warsaw {approval no. KB/75/2023).
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2.2 Statistical Analyses

The chi-squared test was used to analyze statistical differences in clinical characteristics.
Univariate and Multivariate Cox regression were applied to assess the effects of variables
on the time of PTLD onset and patient survival. Diata analysis was performed using K
version 3.2.3. p-values of <0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1, Clinical Characteristics

Among the patients of the six transplantation centers participating in this project, we
identified 103 patients diagnosed with PTLD, including 58 KTRs, 40 LTEs, and 5 LngTRs,
Based on the data collected from the participating centers and in case of their unavailability,
the data from the annual POLTRANSPLANT Bulletin (years 2001-2024) [22], the screened
population was estimated to include 9432 KTRs, 3500 LTRs, and 331 LngTRs, (estimated
total n = 13,263 patients) resulting in an estimated PTLD incidence of 0.6% among KTRs,
1.1% among LTRs, and 1.51% among LngTRs. The earliest year of first transplantation was
1987, and the earliest year of PLTD diagnosis was 1999 (one patient, diagnosed in Decermnber);
the latest were 2021 and 2023, respectively. The KTR and LTR groups each included one
case of non-simultaneous KTR and LTR. The LngTR group included one pediatric patient.
Six KTRs, one LTE, and one LngTR underwent transplantation as minors. Among these
patients, fwo KTERs and one LngTR. developed PTLD before reaching adulthood.

The groups did not significantly differ in sex distribution. Three KTRs, three LTRs,
and one LngTR underwent re-transplantation prior to PTLD diagnosis. Compared to the
other groups, the LTR. group had a significantly higher median age at first transplantation
(45 years, p = 0.009) and median age at PTLD diagnosis {50 years, p = 0.005).

With regards to immunosuppressive (I5) treatment, our analysis revealed that KTEs
exhibited significantly more frequent use of triple-drug regimens (84.5%, p < 0.001), cy-
dosporin (CsA) (60.3%, p < 0.001), and my cophenolate (£3.8%, p = 0.022). Compared to the
other groups, LTRs more commonly used monotherapy (17.5%, p = 0,003} and tacrolimus
{TAC) (95%, p = 0.001), while LngTRs more commeonly used sirolimus (40%, p = 0.001).
Anti-CD25 induction was most frequent among LTREs (80f%, p < 0.001), and anti-thymocyte
globulin {ATG) induction was used only among KTRs. Cme-third of KTRs and LTEs and
one-fifth of LngTR= had a history of ghucocorticoid-treated (GCS) AR episodes prior to
PTLD diagnosis.

Data regarding prior AR episodes were missing for nine KTRs and four LTRs. Data
regarding viral infections were missing or insufficient for a number of KTRs and LTRs.
Among the patients with sufficient data, EBV infectionwas confirmed in 59.4% of LTRs,
45.2% of KTEs, and 80% of LngTRs. Cytomegalovirus (CMV) infection was significantly
momwre frequent in LngTRs (80%, p < 0.001). Table 1 summarizes the patient’s clinical
characteristics, IS, and viral infections.

Table 1. Patient characteristics.

KTRs LTRs LogTRs
PATIENT CHARACTERISTICS n (%) p-Value
Female 20 (34.5) 13 (32.5) 3 (60.0) 0.474
Male 35 (65.5) 7 (67.5) 2 {40.00 0.474
Median age at PTLD Dk, years 49 50 25 0.005
Median age at first Tx, years 40 45 24 0.009
Median time from Tx to PTLD D,
months 17 49 5 <0001
Re-transplantation 3(52) 3(7.5) 1(20.00 0.438
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Table 1. Cant.
KTRs LTRs LogTRs
IS TREATMENT
Induction treatment
ATG induction 3(7.5) 00.m 0(0.0) .31
Anti-CD25 induction 8 (14.5) 21 (60.0) 1(20.00 <0001
Acute rejection treatment
ATG-treated AR 0 {100 1(2.8) 0(0.0) 0468
Glucocorticoid-treated AR 15(31.2) 13(33.3) 1(20.00 0532
Maintenance IS

Monaotherapy 0 {100 7(17.5) 0(0.0) 0.003
Double-drug IS 9(15.5) 14 (40.0) 2 {40.00 .02
Triple-drug IS 49 (54.5) 17 (42.5) 3 (60.0) <0001
Glucocorticoids 54(93.1) 24 (60.0) 5(100.0) <0001
Cyclosporin A 35 (60.3) 2(5.0) 2 (40.00 <0001
Tacrolimtuis 20 (34.5) 38 (95.0) 3 (60.0) <0001
Azathioprine 15 (31.00 6 (15.00 0(0.0) 0052

My cophenolate 37 (63.8) 16 (40.0) 1(20.00 0022
Sirolimus 0 {100 0(0.0) 2 {40.00 <0001
Everolimiis 3(52) 0(0.0) 0(0.0) 0302

VIRAL INFECTIONS

EBV positivity 19 (45.2) 19 (59.4) 4 (80.0) 0223
CMV DINA 4(87) 2(57) 4 (80.0) <0001

HEV DIMA 5(10.4) 3(8.1) 0(0.0) 0721

HCV EMA 6 (13.0) B2L1) 0(0.0) 0.369

AR, acute rejection; ATG, anti-thymocyte globulin; D, diagnosis; EBV positivity, as described in the Materials
and Metheds section (Epstein-Barr virus DMNA, LMP], or EBER ISH); Tx, transplantation. p-values eprsent the
chi-squared and Kmah'liWﬂ]]m {for median time parameters) test comparison between KTRs, LTRs, and LngTRs.

3.2, Factors Associated with PTLD Devdopment

Kaplan—Meier curves revealed significant differences in the dynamics of PTLD devel-
opment, according to the type of ransplanted organ (Figure 1). PTLD was diagnosed earli-
est after fransplantation in LngTRs (median time to diagnosis: 5 months, IQR: 3-8 months),
followed by in LTEs (median: 49 months, IQR: 25-98 months) and in KTRs (median:
117 months, IQR: 50-193.5 months).

=]
1 e |
~ |

L '_'_,f p<.001 I

— KTx

T Lng T
| - LTx

cummidative event
20 40 60O 80 100

0
1

T T
0 50 100 150 200 250 300

tme [months]

Figure 1. Kaplan-Meier estimator curves depicting differences in the time of FTLD onset betwieen
kidney transplant recipients (KTRs, n = 58), liver transplant recipients (LTEs, n = 40), and lung
transplant recipients (LngTEs, n = 5). p-value for Kruskal-Wallis test comparison of median time to
PTLD diagnosis. FTLD, post-transplantation ly mphoproliferative disorder.

Univariate Cox regression was performed to identify factors affecting the time of
PTLD onset (Table 2). The LngTR cohort size was insufficient for informative analysis. In
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the pooled SOTR group, disease onset was later among patients who received CsA-based
IS regimens (median time to PTLD onset 99 months vs. 57 months for non-CsA regimens,
HE = (.63, 95% CIL: 0.42-0.94, p = 0.025) and was earlier in older patients (HR = 1.02, 95%
CL 1.00-1.04, p = 0.01) and in patients receiving TAC-based (HR = 1.96, 95% CI: 1.3-2.95,
p = 0.001) or sirolimus-based IS regimens (p < 0.001). LTEs developed PTLD later following
treatment with TAC (HR = 0.21, 95% CI: 0.05-0.95, p = 0.042) compared to treatment with
CsA (HE = 4.8, 95% CL: 1.06-21.78, p = 0.042). Among KTRs, older age was the only factor
that significantly influenced PTLD onset (HR = 1.03, 95% CI: 1.00~1.05, p = 0.01). Figure 2
depicts the variable impacts of TAC and CsA treatment at the time of PTLD onset among
S0TEs, KTRs, and LTRs. Multivariate Cox regression was used to further verify these
findings (Table 3) and determined the patients’ age at first transplantation to be the sole
factor affecting PTLD onset among SOTRs and KTRs.

Table 2. Factors affecting the time of PTLD onset—univariate analysis.

Parameter HR 95% CI p-Value
Total SCTRs
Ape at1st Tx L 1.00-1.04 (.01
Tacrolimus 196 13-2.95 0.001
Cyclosporin A (.63 0.42-0.94 0.025
KTRs
Ape at1st Tx L 1.00-1.05 (.01
LTRs
Tacrolimus .21 0.05-0.95 0.042
Cyclosporin A 48 1.06-21.78 0.042

FILD, posttransplantation ly mphoproliferative disorder; HE, hazard ratio; CI, confidence interval; SOTR, solid
organ transplant recipient; Tx, transplantation. p-values for univariate Cox regressicn.

Impact of TAC on FTLD onsat in S0TR Impact of Cs4 on PTLD onset in SOTR
.8- T -J_,_l_’ .3 1 =
= o] i = o _| r""_' g
o -
R ol | 2 89 7 .~
E oA et | E | A pe0.025
£ = K g o Pl
E Do _— E 1) e
8 & — mc-0| B & /0 — CsA=0
] TAC=1 CaAs1
= =
T T T T T T T T T T T
0 &0 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
time [months] time [morths]
Impact of TAC an PTLD onset in KTRs Impact of Cs& on PTLD onset in KTRs
= : = ;
- ¥ . I
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Figure 2. Conf.
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Figure 2. Variable impact of caldneurin inhibitors (CNIs) on the time of PTLD onset. (A) Effect of
TAC in SOTRs. (B) Effect of CsA in SOTRs. (C) Effect of TAC in KTRs. (D)) Effect of CsA in KTEs.
(E) Effect of TAC in LTEs. (F) Effect of CsA in LTRs. pvalues for univariate Cox regression. PTLD,
post-transplantation lymphoproliferative disorder; TAC, tacrolimis; SOTEs, solid organ transplant
recipients; Csé, cyclosporine; KTRs, kidney transplant recipients; LTRs, liver transplant recipients.

Table 3. Factors affecting the time of PTLD onset—multivariate analysis.

Parameter HR 95% CI p-Value
Total SOTRs
Ape at 1st Tx 1.03 1.01-1.04 0.006
Tacrolimus 202 0.94-4.34 0.07
Cyclosporin A 1.03 0.46-2.3 0.94
EBV DNA 1.36 0.85-2.18 0.20
KIE=
Ape at 1st Tx 1.04 1.01-1.07 0.003
Tacrolimus 1.45 0.55-3.8 0.45
Cyclosporin A 0.92 0.35-2.43 0.87
EBV DNA 124 0.63-2.41 0.53
LTRs
Ape at 1st Tx 1.03 0.99-1.07 0.06
Tacrolimus 027 0.06-1.28 0.10
EBV DNA 133 0.61-2.91 0.45

FTLD, posttransplantation ly mphoproliferative disorder; HE, hazard ratio; CI, confidence interval; SOTR, solid
organ transplant recipient; Tx, transplantation. p-values for multivariate Cox regression.

3.3. PTLD Type

Early-onset PTLD (<12 months after first transplantation) was diagnosed in 100% of
LngTRs, while late-onset PTLD was predominant among LTRs (82.5%) and ETEs {91.4%).
Disease dissemination {Lugano stage [ vs. Lugano stages II-IV) did not significantly differ
between groups. Among the main PTLD subtypes, plasmacytic hyperplasia (FH) FTLD
was significantly more common in LTRs (15%) compared to the other groups (p = (L.031)
{Table 4).
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Table 4, FTLD characteristics.
KTRs LTRs LngTRs
PTLD Characte ristics. n (%) p-Value
Lugano stage I 24 (42.1) 20 (50.0) 2 (40.0) 0724
Lugano stages II-IV 33 (57.9) 20 (50.0) 3 (60.0) 0724
Early onset 5(8.6) 7(17.5) 5 (100.0) <0001
Late onset 53(91L4) 33 (82.5) 0 (0.0 <0001
Post-mortem diagnosis 1{L7) 17.5 0 (0.0 03z
ICC 2022 type
Mondestructive
Florid follicular hyperplasia 0 {0u0) 1(2.5) 0 (0.0 0451
Infectious mononiiclecsis 1{L7) 2 (5.0) 1 (20.0) 0114
Plasmacytic hyperplasia 1{L7) 6 (15.0) 0 (0.0 0031
Poly morphic 5(8.6) 6 (15.0) 0 (0.0 0441
Monomorphic B-cell 36 (B4.3) 23 (57.5) 4 (80.0) 0562
Monomorphic T-cell 7(12.5) 1(2.5) 0 {0.0) 0161
Classic Hodgkin lymphoma 6 (107} 125 0{0.0) 0243

FTLD, peet-transplantation lymphoproliferative disorder; KTRs, kidney transplant secipients; LngTRs, lung
transplant secipients; LTRs, liver transplant recipients. Early onset is <12 months after transplantation, and lake
onset is > 12 months after transplantation. p-values epresent the chi-squared test comparizon between KTRs,
LTRs, and LogTRs.

34, Treatment and Outcomes

The groups did not significantly differ in PTLD treatment, aside from the R-CHOP
immuno-chemotherapy regimen, which was most frequently used in LTEs (41%, p = 0.01).
Among the 30 patients treated with anti-CD20 monotherapy, only seven did not receive
subsequent R-CHOP or other chemotherapy regimens.

The survival rate was significantly lower in the KTR group (29.3%, p = 0.003), compared
to the LTR group (60%) and the LngTR group {80%) (Figure 2). PTLD-related deaths weme
twice as frequent in the KTR group (43%) compared to in the other groups (p = 0.024). The
groups did not significantly differ in the frequencies of complete remission and loss to
follow-up (Table 5).

Table 5 FTLD treatment and ocutcomes

KTRs LTRs LngTRs
PTLD Treatment n (%) p-Value
Reduction of IS 49 (84.5) 34 (87.2) 4 (80.0) nas1
Conversion to Sirolimiis 13(22.4) 10 (25.6) 1 (20.0) nola
Conversion to Everolimiis 5(8.6) 2(51) 0 (0.0 .66
Ant-CD20 14 (24.6) 13 (33.3) 3 (60.0) 0205
R-CHOP 8140y 16 (41.0) 1 (20.0) 0.01
CHOP 6 (107} 5(12.8) 0 (0.0 0e86
Other chemotherapy 19 (33.9) 7(158.4) 0 (0.0 0096
Surgery 15 (25.9) 12 (30.8) 2 (40.0) 0733
Radiotherapy 9(15.5) 2 (5.0) 0 (0.0 0185
Outcomes
CE 27 (46.6) 24 (80.0) 4 (80.0) 0.2
Total deaths 29 (50.0) 11 27.5) 1 (20.0) 0053
PTLD telated deaths 25(43.1) 7(17.5) 1 (20.0) 0024
Alive 17 (29.3) 24 (80.0) 4 (80.0) 0003
Lost to follow-up 13(22.8) 5(12.5) 0 (0.0 0241

FTLD, poet-transplantation lymphoproliferative disorder; KTRs, kidney transplant secipients; LngTRs, lung
transplant recipients; LTRs, liver transplant recipients; CF, complete remission; IS, immuncsuppression; B-CHOF,
anti-CD20 + CHOF. p-values represent the chi-squared test comparison between KTRs, LTRs, and LogTRs.
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3.5. Factors Affecting Patient Surtival

In the combined cohort of PTLD patients, Lugano stages [I-IV and prior ATG adminis-
tration, as either induction or acute rejection (AR) treatment, were found to be detrimental
to patient survival. Among the PTLD treatment modalities, surgery, anti-CD2(, and R-
CHOP were associated with improved S50TR survival. We reevaluated the impacts of
anti-CD20 and R-CHOP among patients with either polymorphic or monomorphic B-cell
PTLD only and found the effects to be insignificant in organ-specific groups.

The negative effects of more advanced stages of PTLD (Lugano II-IV) and ATG in-
duction were present in the KTR group. Additionally, immunosuppression reduction was
found to be an effective reatment strategy among KTRs (HR = (L34, 95% CL 0.14-0.82,
p=0.017}. In the LTR group, the survival rate was lower among patients with PH-FTLD
and those with a history of ATG-treated AR (Table 6). The LngTR cohort was too small for
an informative analysis.

Table 6. Factors affecting patient survival—univariate analysis.

Parameter HR 95% CI p-Value
Total SOTRs
Lugano stage I 0.36 0.17-0.73 0.005
Lugano stages I[I-[V 2.89 1.42-5.88 0.004
Surgery 0.33 0.14-0.80 0014
Anti-CD20 0.43 0.19-0.98 0.045
R-CHOP 039 0.15-0.99 0.047
ATG induction 12.53 3.53-44.45 <0.001
AR ATG 28.83 3027717 0.004
KTERs
ATG induction 11.93 3.04-46.83 <0001
Lugano stage I 041 0.17-1.0 0.049
Lugano stages I[I-[V 2,51 1.04—-6.02 0.04
Reduction of IS 034 0.14-0.82 0017
LTE=
AR ATG 345 2.16-551.55 0oz
FHFTLD 424 123146 0022

AF, acute refection; ATG, ant-thymocyte globulin; PH, plasmacytic hy perplasia; B-CHOE anti-CD20 + cyclophos-
phamide, doxorubicin, vineristine, and prednisone. p-values for univariate Cox regression

We performed multivariate analysis to further validate our findings and found that
among 50TRs and KTRs, the main factor affecting survival was patients’ age at first
transplantation, factors identified using univariate analy sis were found to be insignificant.
Among LTRs, plasmacytic hyperplasia PTLD was an independent negative prognostic
factor. The results for the multivariate analysis are presented in Table 7.
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Table 7. Factors affecting patient survival—multivariate analysis.
Parameter HE a5% CI p-Value
Total SOTRs
Apge at 1st Tx 1.03 1.00-1.06 003z
Lugana I 0.44 018107 007
Surgery 0.36 013102 0,054
IE 0.59 0.2-1.76 0.3
EBV DMA 0.87 0.41-1.83 072
ETE=
Apge at 1st Tx 1.03 1.00-1.07 045
Lugana I 0.38 0niz2-1.22 010
IE 0.36 0.08-1.35 013
EBV DMA 0.73 0.27-1.95 0.53
LTRs
Apge at 1st Tx 1.01 095107 074
Lugana I 0.43 0.10-1.81 025
Plasmacy tic hyperplasia 102 2.2-47 48 0003
EBV DMA 3.08 0.51-18.45 022

FTLD, posttransplantation ly mphoproliferative disorder; HE, hazard ratio; CI, confidence interval; SOTR, solid
organ transplant recipient; Tx, transplantation. p-values for multivariate Cox regression.

4. Discussion

Using a uniform set of registered data, we verified that the type of fransplanted
organ affected the frequency of PTLD among SOTRs, in accordance with previous findings.
Moreover, we demonsirated that the transplanted organ type influenced a constellation
of other factors, impacting the disease dy namics and treatment cutcomes. These findings
strengthen the evidence against pooling SOTRs for epidemiological analyses of PTLD, as
this is a possible source of bias.

Based on their age at transplantation, male-to-female ratio, and immunosuppression,
our KTR, LTE, and LngTR groups were each a representative cross-section of their respective
organ graft recipient subpopulations within the larger relatively homogenous population
of Polish SOTRs. 50T programs in Foland trace back to 1966 (the first KTx), enabling long
patient observation periods. This creates a favorable setting for epidemiological analy ses of
disease risk and prognostic factors, especially in late-onset and extreme late-onset PTLL.

Compared to LTRs, KTRs developed PTLD later, with a greater number of extreme
late-onset cases (15-20 years post-transplantation), even after the exclusion of patients
who underwent re-transplantation. The presence of EBV in 45-60% of patients in the
LTE and KTR groups is in accordance with previous reports of lower EBV positivity in
late-onset PTLD [23]. However, these bwo groups were different in the other factors that
affected the time of FTLD onset. Among SOTEs and KTRs, a higher age at the time of
first transplantation was associated with earlier PTLD development. Similar effects of
patient age have been previously described in KTEs [24-26]. However, this correlation
was not observed among LTEs, in whom disease onset was affected by treatment with
calcineurin inhibitors {(CNIs). CsA-treated LTRs developed PTLD significantly earlier than
TAC-treated LTRs, although only a small number of LTRs received CsA treatment (2 of
40 patients), which represents a limitation of our study. Notably, the effects of CNIs on
PTLD development in the whole SOTR cohort were opposite of those observed in LTRs,
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supporting our argument against performing analyses in cohorts with mixed graft types.
The relatively low number of patients with a history of AR episodes and antibody induction
minimizes the interference with our analysis of how maintenance IS agents influenced the
time of PTLD onset and patient survival. Relating the IS treatment of our cohort to the
IS treatment of the entire population of patients from our centers would provide the best
insight. Unfortunately leading to this limitation, we do not possess a unified data system
allowing us to trace the IS regimens, doses, and conwversions across several thousands of
patients in our six transplantation centers. Creating such a database would greatly exceed
both the scope and the funding of this shady.

All LngTRs in our cohert developed PTLD within the first 12 months post-transplantation,
this result is in agreement with reports based on larger European cohorts [27]. Cur LngTR
cohort exhibited classic early-onset PTLD risk factors; they were significantly younger
at transplantation, and 80% had detectable CMV or EBV DNA. In our opinion, this may
translate to possible primary EBV infection due to EBV donor// recipient mismatch {a known
early-onset PTLD risk factor) as the underlying cause of early disease development in these
LngTRs. We were not able to verify this claim, as lung donor EBV serology is not routinely
performed in Poland. Another possible cause might stem from the higher intensity of IS,
especially within the first year post-transplant, but it seems less likely, as only two out of
five patients in our cohort received either IS induction or AR reatment. Unfortunately, due
to the limited number of lung transplantations performed in Poland to date, the Lng TR
cohort was too small to enable informative statistical analy sis of risk and prognostic factors.

In all groups, monomorphic B-cell PTLD was the most common disease type.
Monomorphic T-cell PTLD was the second most common disease type among KTRs,
with a frequency of 12.5% this finding falls within limits reported in the literature [25].
LTREs exhibited a somewhat high frequency of PH-PTLD, which had a negative impact on
survival; this finding is not previously described in the literature, and its significance is
not yet clear. Most shudies with larger cohorts published to date focus on polymorphic
and monomorphic B-cell PTLD by design [29]. We consider non-destructive PTLD to be
significantly underreported and underrepresented in the literature; studies with similar
LTE cohorts produced lower PH-PTLD frequencies [14]. It is possible that these patients
harbored more than one histological PTLD subtype, potentially leading to inadequate
choice of treatment.

Although IS reduction shows variable efficacy in more histologically advanced or EBV-
negative PTLD, this intervention remains the first-line treatment for all forms of PTLD. [30]
Within our cohort, it was the most common type of intervention in all groups but was
significantly correlated with improved survival only among KTRs. Further analysis of the
role of IS reduction in KTEs with FTLD, preferably in a prospective manner and with the
adjustment for possible confounders needed to verify the validity of this finding,

Our analysis showed that survival was negatively impacted by prior use of ATG,
either as induction or acute rejection treatment. However, this factor was present in only
three KTRs and one LTR; therefore, we consider the 95% Cls too wide for meaningful
interpretation as a stand-alone result. Additionally, the number of patients who received
ATG was too low to attempt stratification of other survival results based on this parameter.

Treatment regimens containing anti-CD20 (either as monotherapy or combined with
cyclophosphamide, dexorubicin, vincristine, and prednisone) were found to promote
survival among SOTRs. This is in accordance with the results of multicenter PTLD-1
and PTLD-2 dinical trials, showing improved patient survival in monomorphic B-cell
PTLD [31,32]. The effect of anti-CD20 was insignificant among KTRs or LTRs alone. As
previously reported, focal disease and surgical treatment were also found to promote
favorable outcomes among SOTRs [33].
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The significantly lower overall survival among KTRs may have been correlated with
the longer interval between transplantation and PTLD development in these patients,
which could have mesulted in a higher burden of IS. The high number of PTLD-related
deaths among KTEs may be associated with the higher frequencies of disseminated disease
{Lugano stages IFIV) and of FTLD types with lower treatment success rates {monomorphic
T-cell PTLD) [34]. Among both KTEs and LTRs, the overall survival was lower than the re-
ported 5- and 10~year survival rates of graft recipients from the centers participating in this
study [35,36]. Future verification of these findings will require the analysis of possible con-
founding comorbidities {e.g., cardiovascular, diabetic, and infectious). Novel technologies
including 30-bioprinting and spheroid lymphoma cultures [37] as well as novel treatment
strategies such as CAR-T lymphocytes [38] might allow for a better understanding of
PTLDs" microenvironment and improved patient survival.

We believe that some of the limitations of this study are related to the long observation
period of over 20 years. In that ime, there have been significant changes in clinical practice
and in medical data storage systems. Consequently, data regarding EBV donor/recipient
serology and EBER wesults were not available for many of our patients, which we consider
the greatest limitation of this study:.

5. Conclusions

In summary, here, we analyzed a cohort of SOTRs diagnosed with PTLD and exhibiting
a typical pattern of risk and prognostic factors (as per the literature) and demonstrated
that the impact of these factors appeared to differ among isolated organ-specific groups.
Furthermore, organ-specific groups differed in the factors that affected the time of PTLD
onset and patient survival There remains a need for studies in larger multicenter cohorts
that will enable the analysis of risk and prognostic factors and outcomes in an organ-specific
fashion. Such an approach is more likely to result in the development of patient-tailored
clinical tools, allowing transplant physicians to better identify patients at risk and predict
treatment cutcomes.
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Simple Summary: The ability of cancer cells to evade the immunological response of the host has
been recognized as one of the hallmarks of cancer. Better understanding of this phenomenon is vital
for generating mote successful anticancer therapies. However, due to the complexity of the tumor
microeryironment, classical cell culture techniques have proven insufficient for many aspects of
the immune evasion-related research. High hopes for the studies on the tumor immune evasion
are currently raised by the recent advances in 3D-bioprinting—a method that allows for precise
fabrication of struchures containing multiple cell types suspended in biomaterials mimicking the
native extracelular matrix. Hetein, we discuss the state-of-art 3D-bioprinting techniques and their
applications in oncological research, induding both existing and potential uses in modeling of
immune evasion and response to immunotherapies.

Abstrack In a living organism, cancer cells function in a specific microenvironment, where they
exchange numerous physical and biochemical cues with other cells and the surrounding extracellular
matrix (ECM). Immune evasion is a clinically relevant phenomenon, in which cancer cells are able
to direct this interchange of signals against the immune effector cells and to generate an immuno-
suppressive environment favoring their own survival A proper understanding of this phenomenon
is substantial for generating more successful anticancer therapies. However, classical cell culture
systems are unable to suffidently recapture the dynamic nature and complexity of the tumor mi-
croenvironment (TME) to be of satisfactory use for comprehensive studies on mechanisms of tumor
immune evasion. In turn, 3D-bioprinting is a rapidly evolving manufacture technique, in which it
is possible to generate finely detailed structures comprised of multiple cell types and biomaterials
serving as ECM-analogues. In this review, we focus on currently used 3D-bioprinting techniques,
their applications in the TME research, and potential uses of 3D-bioprinting in modeling of tumor
immune evasion and response to immunotherapies.

Keywords: tumor architecture; immune response; anticancer immunotherapies; in vitro modelling;
CAR-T; checkpoint inhibitors

1. Introduction

Malignant tumor developing in a living organism can nowadays be seen as a “rouge
organ”—a highly complex, internally heterogenous and ever-changing ecosystem [1], that
cannot be simply recapitulated by culturing an established el line in vitro. Moreover,
substantial inter-patient variability necessitates a highly personalized therapeutic approach
to each of the cancer cases. Therefore, to better understand the tumor biclogy and to ensure
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proper testing for the recognized or experimental therapies against individual ftumors, one
must establish suitable laboratory models.

Although advanced in-vivo-based models, e.g., xenotransplantation of patient-derived
tumors to humanized animals [2], may partially reflect the complexity of cancer growth,
these studies are tainted with the artificiality of differences bebween evolutionarily dis-
tant species and/ or ethical considerations. Themefore, much effort has been employed to
generate appropriate in vitro models for reconstituting the interactions within the tumor
microenvironment (TME), especially in the context of immune evasion or resistance to mod-
em immunotherapies. Recently, advances in three-dimensional (3D}-bioprinting in vitro
methods have raised high hopes for adequate mimicking the interplay between TME and
immune effector cells.

2. The Role of TME in Tumor Immune Evasion

Initially, cancer is a disease of genes. Hereby, genetic and epigenetic alterations
accumulate in cells undergoing malignant transformation, which then alters their behavior
and favors the “classical” hallmarks of cancer, as described in 2000 by Hanahah and
Weinberg [3]. However, one of the costs of accumulated genetic abnormalities is the
generation of new molecular struchures, necantigens, that can be recognized as “non-
self” by the immune system [4]. This imposes a selective pressure on the tumor, that,
preferably, may lead to the elimination of cancer cells, but can also initiate a Darwinian-
like microevolution leading to “survival of the fittest”. In this process, cancer is forced
into either dynamic equilibrium with the immune system or, undesirably, into escape
from the immune surveillance and into becoming a serious threat to the health and life
of an organism. Therefore, immune evasion was added to the list of hallmarks of cancer
in 2010 [5]. Although some of the mechanisms of immune evasion can be related to
direct interactions between malignant cells and the immune effectors, there are numerous
instances when TME serves for cancer as a protector against the immune system and/ or
immunotherapies [6-8].

Depending on a phenotype of a given umor, TME is a mixture of diverse cellular
and acellular components allowing cancer cells to survive, develop and thrive. Within the
support of TME for malignant cells, three main paths can be recognized: (1) forming a
functional niche for cancer stem cells {C5C) and a scaffolding for proliferating malignant
cells, (2} providing oxygen, nutrients, and other soluble factors to sustain the malignant
growth, and (3) shielding cancer from the immune system. This last effect can either mimic
the natural self-tolerance mechanisms or disable the capabilities of the immune effector
oells by non-physiological /exaggerated metabolic pressure. The classical examples of the
latter are low pH, hypoxia, oxidative stress, scavenging glucose, and essential amino acids,
or even such factors as high extracellular concentration of potassium [¥], intrinsic for many
tumors.

Regarding the immunosuppressive cellular components of TME, cancer cells tend to
selectively attract and reprogram such cells as M2 macrophages, N2 neutrophils, mesenchy-
mal stromal cells (MSC), regulatory T or B cells (Treg or Breg, respectively), or, in some
cases, Th17 phenotype of T cells [10]. Each of these cells can be a significant player in the
regulatory network hampering the Thl-driven anticancer immune response [11]. At the
same time, some of these cells exert innate pro-inflammatory effects that further hamper
the specific anticancer immunity [12].

For instance, tumor associated macrophages (TAM) of M2 by pe release immunosup-
pressive cytokines, such as IL-10 [13], and chemokines (e.g., CCL5, CCL20, or CCL22)
attracting Tregs [14]. Additionally, TAM can directly suppress functionality of effector
T cells by a range of immune checkpoint molecules, such as FD-L1 or VISTA [15]. Also,
TAM express arginase 1 (Arg-1) and generate immunosuppressive metabolites by the in-
doleamine 2, 3-dioxygenase (ID0) pathway, which can induce metabolic starvation in T
cells. In turn, fumor associated neutrophils (TAN) of N2 phenotype can, among other ef-
fects, sustain inflammation within the TME by producing genotoxic elements such as nitric
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oxide or mediators of oxidative stress [16]. Robust immunosuppressive and pro-tolerant
capabilities are also associated with M5C infiltrates in tumors [17], especially when those
cells are induced by such antilimor cytokines as IFN-y or TNF-or. Similarly to TAM, MSC
can also significantly affect specific anticancer response by their metabolic activity (e.g.,
via the IDO pathway) or production of soluble factors, such as prostaglandin E2 (PGE2),
nitric cxide (INO), IL-1, IL-4, IL-6, or TGFR, and through their direct interactions with other
types of immune cell, such as dendritic cells, B or T cells, NK cells, and macrophages [17].
Graphical representation of tumor microenvironment-associated factors hampering the
immune response is depicted in Figure 1.

M2-polarized macrophages:
Tregs: + Negative immune N2-polarized neutrophils:
= Megative immune checkpaoints (e.g., PD-L1), = Mediators of oxidative
checkpoints (e.g., CTLA-4), * IL-10, TGFj stress {RO5)
= |L-10; IL-35, TGFR « CCOLS, CCL200or CCL22, * Mediators of
* Scawvenging IL-2 + Arg-1,1D0 inflammation
* Arg-1
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Metabolic pressure: Mesenchymal stromal cells (M5C):
* Low pH * Negative immune checkpoints
* Hypawia, {eg. PD-L1]),
+ Scavenged glucose and essential -1, IL-4, IL-6, IL-10, or TGFE,
aming acids, + PGE2
* High extracellular concentration MO Tumor
of potassium C (] site

Figure 1. Examples of factors within tumor microenvironment that inhibit anticancer immune
response (please see text for details).

While seemingly random, the spatial architecture of TME is in fact a crucial element for
the immune evasion [15]. This notion is strongly supported by recent data collected with
state-of-art laboratory techniques, such as deep learning analysis of digital histopathology
images [19], probe-based in situ imaging [20], spatial multiomics [21], as well as the
advanced biochemistry techniques visualizing gradients of cytokines/chemokines and
extracellular nonspecific chemicals (ENSCs) within tumors [158]. Indeed, as immune cells
rarely act in isolation, for the successful immune response versus induction of tolerance, an
orchestrated cooperation of several cell types is necessary. Therefore, physical interce llular
distance, compartmentalization of the tumor mass, and patterns of cellular aggregates
within the tumor are of high importance for the immunomodulatory factors that function
via celbto-cell contact or in a juxtacrine / paracrine manner. Another key aspect is the
distance from the blood supplying vessels along with the composition and density of
extracellular matrix that change the concentration of oxygen and reactive oxygen species,
glucose and other nuirients, pH, electrolytes, etc. in a given location. Thus, local conditions
for the activity of immune e ffector cells can be very different within the tumor core, invasive
margin, tumor stroma, or early metastatic sites. This can allow survival of residual disease
in particular regions of the malignant umor, even with potentially high effectiveness of the
anticancer response or immunotherapy [22]. For a very long time, it was nearly impossible
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to reconstitute such conditions in vitro for preclinical modeling purposes. This has recently
been changing thanks to the spectacular progress in the 3D-bioprinting technology:

3. 3D-Bioprinting
3.1. Bioprinting Techniques

3D-bioprinting holds one of the greatest promises for the study of cancer biology
and the development of novel treatments. Over the past few decades, 2D cancer models
have allowed for understanding the fundamentals of cancer biology, but have limited our
knowledge on cell-cell and cell-extracellular matrix { ECM) interactions. The ability to use
different cell types in combinaticn with biomaterials allows for the precise generation of bic-
engineered 3D tissues, including representative in vitro tumor models. Three-dimensional
cancer models are superior in mirroring cellular behavior and tumor microenvironment,
including angiogenesis, metastasis, and anticancer drug resistance.

There are several 3D bioprinting methods that can be distinguished, e.g., inkjet-based
bioprinting, extrusion-based bioprinting, laser-based bioprinting, and stereclithography
{Figure 2). Every method has unique advantages and limitations, and it is upon the
specific requirements of the tissue being produced that the appropriate printing technique
iz selected [23,24].

Inkjet-based bicprinting Extrusion-based bioprinting Laser-bazed bicprinting Stereolitography bioprinting

Pneumnaticipision’

[screw actuation
Bicink Bioinik Laser

_—— LIV ght
merspesses: e
actuation Domor
slide

= &4

Figure 2. Graphical presentation of principles of four types of 3D-bioprinting techniques.

Inkjet-based bioprinting is a technique, which involves jetting the ink through the
nozzle of a jetting device in the form of droplets, hence it is also called droplet-based bio-
printing. This ty pe of bioprinting can be either continuous or drop-on-demand, depending
on the mode of deposition of the ink. Among the advantages, fast fabrication speed and
moderately high printing resolution {50 um) can be highlighted. However, bioprinting is
available only with low cell densities and is compatible with low viscosity biomaterials
{>10 mPa-s). Based on the actuation technique, inkjet bioprinting can be classified into
thermal and piezoelectric [25-27].

Extrusion-based bioprinting is known as the most popular bioprinting technique. This
technique is extensively used, due to the possibility of the use of hydrogels of varying
viscosities (30 mPa s to >6 » 107 mPa-s) and bioprinting with high cell densities where cell
viability in 3D constructs is very high. However, the limitations are relatively low resolution
{>100 wm) and slow printing speed for large structures. Pneumatic or mechanical actuation
is used for fluid dispensing, which allows the loaded bicink to be pushed through a nozzle.
The advantages of extrusion bioprinting are, undoubtedly, the wide range of printable
biomaterials and costeffective equipment [25,28,25].

Laser-based bioprinting is a kess popular technique as compared to the extrusion-based
and inkjet-based bioprinting. There are no difficulties with nozzle dogs to overcome as it is
a nozzle-free technique. The basis of that technique relies on focusing a laser beam on a
donor slide covered with laser-absorbing material, resulting in deposition of small volumes
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of biomaterials either in the solid or liquid phase, on the target surface. A prominent feakure
of laser-based bioprinting is a high printing resolution which allows for the manufacture
of finely detailed target structures. However, the bioprinting process with laser energy is
slower compared to the other methods; furthermore, it is associated with high printing
costs, long preparation time, and cellular damage due to ultraviolet curing [25,30,31].

One of the bioprinting methods that allows for production of cellular and acellular
struchures, while not requiring physical contact, is the 3D-printing with stereolithography
{SLA). The applied photocurable bioink is selectively crosslinking into solid hydrogel
features by photopoly merization under irradiation. SLA offers high spatial resolution and
high cell viability. However, there is a risk of cell toxicity associated with UV usage and
cell damage during photocuring [24,25,32].

3.2. Bioinks

Bioinks are indispensable components of bioprinting. The term bicink is used to
describe a formulation of cells and/or biccompatible materials that serve as scaffolding
for living cells in three-dimensional bioprinting, Biomaterials that can be seeded with cells
after printing and sterilization are not classified as true bicinks but as biomaterial inks
and can be confused with them [33]. Bioinks are generally hydrogel precursors. Thus,
during or immediately after bioprinting, the bioink must be cross-linked to give the print
the intended model shape [34]. The choice of bicink depends on the specific application,
the type of cells used, and the bioprinter. Equally important are the physicochemical and
biological properties of the bicink. Properties such as viscosity, gelability, and cross-linking
ability significantly influence print fidelity {complexity, resolution, skruchure size, shape
stability) as well as cell viability, proliferation, differentiation, and tissue formation [35].
Bioinks can be classified into two main groups—scaffold-based bicinks and scaffold-free
bioinks. The first group is comprised of bioinks where cells are dispersed in biomaterials
that mimic the extracellular matrix (ECM], for instance in hydrogels. The second group are
the scaffold-free bioinks which contain tissue spheroids, cell pellets, or tissue strands. In
this approach, cells aggregate and secrete ECM [36]. Most hydrogel-based bicinks have
specific cell-binding sites that are crucial for cell attachment, growth, and differentiation [37].
Among the by drogel ty pes, one can highlight alginate, gelatin, collagen, fibrinogen, gellan
gum, hyaluronic acid (HA), agarose, chitosan, decellularized extracellular matrix (dECM),
poly{ethylene glycol) (PEG), and Pluronic [37]. Hydrogels are divided into natural or
synthetic groups. The most frequently used natural hydrogels in 30 bioprinting cancer
models are alginate, collagen, and gelatin [38]. Alginate is a low-cost biomaterial that
features good printability and excellent biocompatibility. However, it shows minimal cell
adhesion and slow degradation, but these properties can be improved by the attachment
of growth factors or adhesion peptides [39]. One of the notable characteristics of collagen-
based bioinks is the possibility to add not only cells but also to enrich their composition
with any components of the extracellular matrix [40]. Hydrogels can be combined to
impreve their mechanical properties, for example, gelatin/ alginate / fibrinogen used in
glioblastoma [41] or cervical tumor models [42]. Synthetic hydrogels are not as common as
the natural ones. However, through chemical modifications, such as fnctional group cross-
linking, as well as domains capable of improving the structural and mechanical properties of
bioprinted structures, synthetic polymers can be adapted to the requirements of bioprinting
processes [36]. Gelatin methacryloyl (GelMA) hydrogels have been frequently used for
various biomedical applications due to their biclogical properties and tunable physical
characteristics [43,44]. The examples of applications of bioinks are presented in Table 1.
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Table 1. Examples of applications of bioinks in 3D-bioprinting models of cancers.
e s Biochemical/ .
Bioink Bloprinting Physical Cosalinking Applications
1 Properties
Maturally-derived hydrogels
The major component of ECM in
most tissues, cell-friendly, possesses
1 natural cell binding sites, Glioblastoma-on-a chip [45];
Collagen EBB hydrophilic, well-studied pH, thermal Breast tumor model [46]
temperature-dependent gelation,
low immunogenicity
IEE Easy and quick cell encapsulation, Glioblastoma-on-a chip
Alginate DEE 2 low cell attachment, high CaCly, CaS0y [+ ,42];
porosity, hydrophilic Melanoma model [49]
Synthetically-derived hydrogels
Low towicity, reverse thermal
gelation, high drug loading
capabilities, ability to gel in
Fluronic F127 EBB physiclogical conditions at relatively thermal Hepatocarcinoma model [50]
low concentrations, biologically
inert towards multiple cell types,
broad range of viscosities
Hy drophilic, enhanced
biocompatibility, resistant to protein
Polyethylene LBE? P ; . .
: ; adsorption and cell adhesion, photocrosslinking Breast tumor model [51]
glycol (PEG) (streclitography) nanbiodegradable, poor
mechanical strength
Hepatocarcinoma maodel [50];
. . (warian cancer [52];
LEE, Good Isolubﬂit_l,, low anhgm'ucl ity, Glioblastoma-on-a chip [53];
GelMA LBB combined biocompatibility, has tocroeslinkin Invasive ductal \
= (streclitography ) bic-active peptide sequences, photecros B vasive 1 1[::].1'(:1.110:11&
EBB mimics native ECM . c .
Exocrine pancreas spheroid
model [55]
Combined hydrogels
, , Combined components of , , N
Gelatin, slllgmate EEE extracellular matrix that is thrombin, CaCls, Chcbllasmu:na-on-a chip [41];
and fibrinogen bioptinting-friendly thermal Cervical tumor model [42]
The combination of these twa
Alginate and IEE substances provides a substrate with CaCl Breast tumor model [56,57];
gelatin enhanced mechanical and -2 Lung cancer model
structural properties
Methacrylated .
hyahironic acid EBB Increased final mechanical stiength o opoocinking  Breast tumor model [55]
and gelatin by methacrylation

1 EEB—Extrusion based biopanting. 2 DBE—Dioplet-based bioprinting,. 3 LEB—Laser-based bioprinting.

4. 3D-Bioprinting A pplications in Solid Tumor Microenvironment Research

In recent years, 3D-printed cell culture systems have gathered attention across various
biomedical fields of research. Commonly, pilot studies of novel culture platforms are
conducted using established cell lines, usually derived from solid tumors. Optimization
of such culture systems for the support of cellular grow th, proliferation, and engrafiment

can be viewed as the beginning of 3D-bioprinted TME research. Example images of such
3D-bioprinted materials are presented in Figure 3.
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(4) (B)

Figure 3. Representative micrographs of 3D bioprinted co-culture cancer models involving
(A) extrusion-based method (visible light microscopy) or (B) a droplet-based technique in visible
light microscopy (upper panel) or fluorescent microscopy (bottom panel}—a mix of PKHG7-1abeled
MSC (green signal) and PEH26-labeled HCT116 colon cancer cells (red signal) was suspended in
bicink and co-bioprinted using a BioX bioprinter (CELLINE, Sweden). Courtesy of Ms. Anna Stysz
(Maria Sklodowska-Ciirie National Institiite of Oncology, Warsaw, Poland).

The level of control over the spatial arrangement of cells, the possibility of multiple cell
type use, and fine-funing the biochemical and physical properties of biomaterials available
through bioprinting allows generation of structures of a varied degree of complexity—from
simple monocellular models to organocids and assembloids. Organoeids are 3-dimensional
in vitro constructs mimicking the architecture of specific tissues. Classically, they are de-
rived from induced pluripotent stem cells {(iF5Cs) or other stem cell types and constructed
by cell self-assembly and differentiation under controlled culture conditions [59]. In onco-
logical research, concurrently with the dominant use of tumor stem cells or patient-derived
cancer cells (PDCOs), such structures are called fumor organocids or tumoroids. Assem-
bloids exhibit aneven greater level of complexity, as multiple cell types are used to recapture
the multitude of tissues of which the target organ is built in vivo [60,61]. PDCO-derived
organoids are investigated as potential clinical tools for the personalization of oncological
treatment and response prediction [62-64]. The merger of 3D-bicprinting and organoid
technologies both accelerates organocid formation and increases the potential organoid
complexity [65]. Many of the structures described later in this section can be considered
3D-bioprinted tumor organoids.

Although 3D-bioprinting has been used in studies focusing on various forms of solid
tumors, incduding neuroblastoma [66,67], melanoma [68,69], pancreatic cancer [55,70],
non-small cell lung cancer [71], liver cancer [72], and osteosarcoma [7 3], the most prolific
research has been conducted in breast cancer and glioma / glioblastoma models.
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4.1. Breast Cancer

TME has been recognized as a crucial element of breast cancer cellular activity, progres-
sion, metastasis, and response to treatment [74). Its effects are modulated by intercellular
crosstalk bebween neoplastic cells and fibroblasts, adipocy tes, pericytes, and endothelial
cells, as well as through their interactions with the extracellular matrix (ECM) [75]. 3D-
bioprinting allows for the creation of artificial culbure environments in which it is possible
to control the dispersion and the spatial arrangement of specific cell types and furthermore
to fine-tune both the biochemical and physical properties (alignment of fibers, porosity,
stiffness) of the ECM [76]. Chaji et al. conducted a study in which MCF? and pred-
ifferentiated adipose-derived mesenchymal stem /stromal cell (ADSC)-laden constructs
were bioprinted [77]. The cells were found to be viable at day 10 of culture and tended
to form clusters within the hydrogel matrix as well as to migrate towards the center of
the construct, which the authors interpret as an effect of the hypoxic gradient within the
structure. Similar effects were described by Bojin et al., who used a bicink fused with
SK-BE-3 cells, peripheral blood mononucdear cells, and fibroblasts isolated from the tumors
of breast cancer patients [78]. Through HE staining, they determined that the cells within
the construct were able to proliferate and remodel the ECM. The data obtained through
the in vitro stage of their experiment was subsequently used to create a virtual model of
interactions between breast cancer cells and TME. To assess the potential of 3D-bioprinted
models to support the esearch on paracrine cellular interactions, Horder et al. devised
a kwo-compartment model in which MDA-MB-231 cells were printed onto a hyaluronic
acid construct containing adipogenically predifferentiated ADSC spheroids [79]. After
9 days of coculture, the ADSCs within the spheroids presented increased expression of
collagen I, VI, and fibronectin, as well as a reduced lipid content compared to the controls.
The same cell line was used by Polonic-Alcala et al. in their research of breast cancer
stem cell subpopulation [80]. MDA-MB-231 cells were seeded onto a bioprinted polylactic
acid scaffold, and subsequently, the potential of the construct to support the expansion
of the cancer stem cell niche was confirmed by the increased activity of aldehyde dehy-
drogenase. An upregulation of stemness marker CDM44 was also reported on T47D and
MCF? cell lines cultured on a 2,2,6,6-tetramethylpyperidine-1-oxyl pre-treated cellulose
nanofiber bioprinted scaffold [81]. Furthermore, the cells in that experiment have shown an
increase in the expression of VIM, a marker of migration. Another study investigated the
CD44+ subpopulation of MCF7 cells bioprinted in alginate/ gelatin as a platform for drug
resistance testing [52]. The authors reported a reduced susceptibility to treatment with
camphotectin or paclitaxel compared to unsorted MCF7 cells, confirming the viability of
the testing system. Alginate bioprinted scaffolds containing periostin and hydroxyapatite
were shown to induce gene expression changes in MCF? and MDA-MB-231 cells, upreg-
ulating the marker genes for stemmness (CDM4, ETVI, MALAT1), epithelial-mesenchymal
transition (TWISTI, SNAII, MUCI), and downregulating the markers of cell proliferation
{MEI67, CCNAZ2) and differentiation (EPCAM)] relative to 2D culture [583]. Additionally,
the transcriptomic pattern of response to doxorubicin and 5-fluorouracil differed between
the cells cultured in 3D versus 2 Han et al. focused on metastatic disease, specifically
estrogen-receptor-positive breast cancer metastases to bone tissue [54]. First, they fabricated
an osteomimetic DS-3000 resin scaffold using stereclitography, which was subsequently
seeded with patient-derived cells isolated from bone lesion biopsies. Through live /dead
staining and an altered expression of Ki67 and EpCAM, the authors concluded that the
scaffolds supported cell proliferation. Scaffolds of the same type were also seeded with
patient-derived triple-negative breast cancer cells and were found to promote cisplatin
resistance in relation to 2D culture. Cui et al. have devised a three-compartment model
to study breast cancer bone invasion [85]. Their model consisted of 3D-bioprinted com-
partments of bone (nano hydroxyapatite-laden gelatin [GelMA] and polyethylene glycal
diacrylate [PEGDA] ink), blood vessel (GelMA), and tumor (GelMA /PEGDA) seeded with
osteoblasts, human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), and MCF? or MDA-MB-231
cells, respectively. The constructs supported cell proliferation and migration, especially
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of the latter, invasive cell line. Mollica et al. used an entirely different approach to ECM
preparation, as they developed a self-gelating hydrogel created from decellularized rat
or human breast tissue [56]. MCE7 and MDA-MB-468 cells were printed onto the scaf-
folds and cultured for up to 14 days. Subsequent analy ses have shown that the constructs
promoted cell engraftment and invasion and supported organocid/ tumercid formation.

4.2, Glioma

The TME of gliomas, especially that of glioblastoma multiforme (GBM), can be di-
vided into three main components: the ECM, the surrounding cells, and the hypoxia
gradient [57]. Wang et al. used glioma stem cells of the G5C23 line, suspended them in
an alginate/ transglutaminase / fibrinogen,/ thrombin bicink, and subsequently printed a
3D grid-like structure [88]. The cells within the construct displayed stable proliferation
and in time formed spheroids, which were harvested for analyses at day 15. The authors
reported an increased concentration of VEGF in the culture medium relative to 2D controls,
as well as an increased expression of CD31, VEGFRZ, HIF-1x, and CD133 compared to
suspension-cultured controls, which was interpreted as a stronger angiogenic potential.
In another study, the team focused on U118 cells, and using the same printing method,
investigated the markers of epithelial-mesenchymal transition (EMT) [89]. Compared to
2D controls, 30-cultured U118 cells demonsirated an increased transcriptional activity
of genes encoding molecules related to EMT: HIF-1a, Snail, Tiwist, and VEGE In a sub-
sequent study, G5C23 and U118 cells were suspended in alginate, then bioprinted and
cultured to form spheroids [90]. The cells of both ty pes were resuspended and implanted
into nude mice. GSC23 cells presented a greater capacity to transdifferentiate into an
endothelial-like phenotype and formed lumen-containing structures within the fumor. In
another shudy by the same team [47], bioprinted fibers comprised of a G5C23 shell and
U118 core to mimic the pathophysiological cellular arrangement in vivo. These constructs
exhibited an increased expression of markers of tumor invasion and drug resistance {matrix
metalloproteinase-2 and -9 [MMP2, MMP9], vascular endothelial growth factor receptor-2
[VEGFE2], and O&-methylguanine-DNA methyliransferase [MGMT]) when compared
to solely Ul18-printed fibers. Hermida et al. used alginate/ RGD (Arg-Gly-Asp peptide
sequence) bioink, which they first tested with US7MG glioblastoma cells and MMé& mono-
cytes/ macrophages [91]. After proving the viability of the model, their main experiment
focused on glioblastoma stem cells (G7 /G144, G166 cell lines) coprinted alongside glioma
associated stromal cells and microglia. Compared with 2D cultures, bioprinted glioblas-
toma stem cells did not lose the expression of the pluripotency marker Nestin or gain the
expression of the glial lineage marker GFAFE, even after ceasing their exposure to EGF and
FGF in the culture media. Bioprinted US7MG ang G7 cells demonstrated greater resistance
to temozolomide and cisplatin compared to traditional culture. The addition of MM6 to
the US7MG-containing bioink further increased the resistance to cisplatin. Another team
studied the effects of ECM stiffness using GMHA (stiff) and GelMA (soft) bicinks [92].
The shff culture conditions altered the transcriptional profiles of TS576 cells, elevating
the expression of CHI3LI, IFIT1, OAS1, TMEM45A, SAMDS, IFI6, NDRGI1, FNI, AQP4,
AL136131.3, SPP1, APOL4, VEGFA, 5CG3, APOLe, DDX58, CA IX, HIF1A, SLC2AI, and
PROM I—genes associated with hypoxia-induced chemoresistance, adhesion, proliferation,
angiogenesis, tumor edema, migration, and immune evasion of glioblastoma. The incorpo-
ration of HUVEC cells to the stiff model produced sprouted blood-vessel like protrusions
in close contact with the SOX2+ TS576 cells. Both 3D culture conditions increased the TS576
resistance to temozolomide, although the effect was stronger in the stiffer ECM, and further
amplified by the addition of HUVECs. Neufeld et al. fabricated a complex perfusable
model of glioblastoma using a fibrin bioink containing patient-derived glioblastoma cells,
human astrocytes and human microglia [95]. The vessels of the construct were sacrificially
printed and seeded with HUVECs and human microvascular brain pericytes. Fibrin bioink
was su nily used with the cells’ murine counterparts, and the transcripromic profiles
of 2D, 3D-printed, and murine in vivo models were compared, showing close similarities
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in gene expression of cells cultured in vivo and in the 30 bioprinted system. Heinrich et al.
used a GelMA/ gelatin bioink to study the interactions between murine GL261 glioblas-
toma cells and murine RAW264.7 macrophages in a sophisticated model of 3D-bioprinted
mini-brain [53]. Compared to solely paracrine mediated contact conditions, RAW264.7 in
the co-printed model exhibited increased expression of Fgf2, I-18, Arg-1, Nos2, Fgfrl, II-10,
II-6, Mmp2, and Mmp8, which are consistent with the transcriptional profile of glioblastoma
associated macrophages. In turn, the GL261 cells of the co-printed model shown increased
expression of Sppl, Gfap, Chill, Olig2, Pdgfrf, and Timpl alongside genes responsible for
EMT—Vim, Nest, and loss of E-cadherin expression.

5. 3D-Bioprinting Applications in Hematological Neoplasm
Microenvironment Research

Hematological malignancies, often called non-solid cancers, are a heterogenous group
of neoplasms usually arising from the lymphoid or myeloid lineage. The most typical
niches of these cancers include the bone marrow (leukemias, multiple myeloma, myelo-
proliferative neoplasms) and lympheid tissues (lymphomas). In vitro modeling of these
diseases remains a challenge due to the struchural complexity and dynamic nature of
the TME (multiple cell types, myriad of para- and juxtacrine interactions) [94]. Thus,
there is a scarcity of published research involving 3D-bioprinted constructs. Nevertheless,
Sbrana et al. produced a long-term 3D-printed chronic lymphocytic leukemia (CLL) model
using patient-derived CLL cells and MEC1 cell line suspended in bicink composed of
third-party hydrogels (CELLINK) [95]. They have observed a superior viability of the
cells in 3D environments {cultured up to 28 days) and significant differences in gene ex-
pression bebween 3D- and 2D-cultured MEC]1 cells. They report upregulation of CXCR3,
CCL22, SELL, HCLS1, AICDA (genes associated with leukocyte trafficking, integrin activa-
tion, cytoskeletal remodeling, adherence of lymphocy tes to endothelial cells in peripheral
lymph nodes, migration, trafficking and homing of CLL cells, somatic hypermutation, gene
conversion, and class switch recombination in B-lymphocytes), and downregulation of
protooncogenes MYC and PIM3. Patient-derived CLL cells sustained their CD19 and CD5
phenotype for the entire length of culture, as well as an increased surface IgM expression.
Compared to the 2D culture, 3D-printed primary CLL cells exhibited a decreased expres-
sion of proapoptotic BAX and an increased expression of antiapoptotic BCL2. Braham et al.
devised a multiple myeloma model in which patient derived CD138+ cells were co-cultured
alongside M5C and endothelial progenitor cells {(EPCs) on a bioprinted calcium phosphate
cement scaffold [96]. CD138+ cells were viable up to 28 days and sustained proliferation,
reaching an average relative contribution to the construct of 40.8% on day 28, from 6.8% on
day 7. Wu et al. co-cultured mulfiple myeloma cells with HS5 stromal cells in a bioprinted
construct (stiff mineral outer layer, soft hydrogel core) and compared cell viability to 2D
culture [%7]. The constructs supported cell viability for 7 days, whereas the 2D environment
for only up to 5 days.

Post-transplantation lymphoproliferative disease (PTLD) is a peculiar form of lym-
phoid neoplasm as it only arises in the immunosuppressed population and is characterized
by melatively frequent extranodal involvement when compared to lymphomas arising in
immunocompe tent patients [98,99]. According to the current WHO classification of lym-
phoid neoplasms [100], the monomorphic subtype includes all currently recognized types
of non-indolent lymphoid neoplasms (including multiple myeloma). These facts combined,
there seems to exist a possibility to circumnavigate the challenges of replicating the bone
marrow and lymphatic tissue niches by using FTLD cells already adapted for extranodal
growth. A successful non-bioprinted 30 spheroid model of imunocompetent DLBCL co-
cultured with ADSCs devised by Foxall et al. [101] confirms the relevance of aggressive
lymphoma culture in solid environments. Potential PTLD models would serve only as an
approximation of lymphomas in the immunocompetent, as the mechanisms driving the de-
velopment of malignancy are different from their immunocompetent counterparts—PTLD's
development is more frequently associated with the Epstein—Barr virus (EBV) infection,
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decreased immune surveillance due to immunosuppression, chronic inflammation, and
immune exhaustion [102,103].

6. 3D-Bioprinting in Modeling Tumor Evasion Mechanisms

As lumor immune evasion mechanisms are recognized to be a key component in
the development, propagation, and treatment resistance in malignancy, it is of utmost
importance to create in vitro the immune-competent tissue models for studying the tumor
immunobiology and evaluation of immunotherapies. Due to the high complexity of
this task and the emerging nature of 3D-bioprinting techniques, this research is at very
early stages of development. Yet, the initial shudies are extremely promising. At least
several models of evasion have already been generated (reviewed in [104]), focusing on,.
e.g., hiding from detection by the immune system (loss of MHC-I and -1I, CD58, CD86,
D80, CD54), resistance to apoptosis (expression of P19, cFLIF, overexpression of BCLZ, loss
of FAS or TRAIL), direct inhibition of immune cells (expression of PD-L1 and 2, HLA-G,
FASL, CD47), and creation of an immunosuppressive TME (secretion of IL10 and TGFR,
recruitment and promotion of Treg and TAM). As described earlier in the text, a number of
3D-printed models exhibit molecular signatures of supporting cell dedifferentiation, which
is associated with the expression of CD80, PD-L1 and NEGD2 [105]. Examples of other
attempts to study the immune evasion with 3D-bioprinting are presented below.

Kim et al. fabricated a bioprinted bladder cancer model using T24 and 5637 bladder
cancer cell lines alongside HUVEC and MRC-5 human lung fibroblasts to evaluate its
effect on THP-1 human monocyte response to Bacillus Calmette—Guerin (BCG) [106]. They
report a favorable secretion profile of THP-1 {IL6, IL12, IFN-y and TNE-c), concurrent with
clinically observed effects of BCG treatment.

Chirivi et al. used poly(ethylene glycol}-ibrinogen (PEG-FB) hydrogels of varying
stiffness mimicking those of ‘healthy” ECM and that of triple-negative breast cancer on
the phenotype and gene expression of infiltrating CDM+ and CD8+ lymphocytes from
healthy donors [107]. They reported a decrease in cell volume in both resting phase T-oell
types, more pronounced in the stiffer matrix. The effect was opposite in activated T-cells—
both exhibited a marked increase in cell volume. Independently of their phase, both cell
types exhibited an increase of nuclear diameter in the stiffer matrix. Furthermore, the
transcriptome of activated CD8+ cells in the stiff matrix has shown a downregulation of
NFEB1, NFEBZ, RelA, and 5F1, which coincided with a decrease of IFIN-y production—
which the authors claim to represent a decreased cytotoxic potential Activated CDi4+ cells
upregulated NFEB1, RelA, and A20, which is conducive to Treg phenotype development.

Although not specifically in bioprinted systems, various properties of 3D culture
environments have been shown to affect immune cell function. ECM stiffness, topogra-
phy, pressure gradient, and fiber organization influence immune cell mobility [105-110].
Hypoxia gradient of the lumor and associated acidification of the TEM along with high
lactate concentrations hamper NEK and T-cell cytolytic activity, proliferation, and cytokine
production [111]. These factors are easily controlled in 3D-bioprinting systems. Melanoma
cells cultured in 3D environments have been shown to produce greater concentrations of
IL10 than 2D controls, allowing for the impairment of monocyte-to-dendritic-cell differenti-
ation and subsequent M2 macrophage emergence [112].

Regarding immunotherapies, a notable work was done by Grunewald et al. [113].
Specifically, this research team produced a 3D+-bioprinted neuroblastoma model for the
optimization of chimeric antigen receptor T-cell therapy (CAFR-T) [113]. Through im-
munofluorescent microscopy, it was possible to confirm CAR-T's ability to infiltrate the
bioprinted construct and lyse an average of 72% of neuroblastoma cells postexposure. By
proxy, this also proves the rationale of 3D-bioprinted model usage as platforms for studying
the interactions between the immune system, malignant cells, and their TME, and also
testing anticancer immunotherapeutic approaches, such as other adoptive therapies [114]
or immune checkpointmodulating agents [115].
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In summary, it is becoming obvious that 3D-bioprining methods are highly promising
in studies on fumor immune evasion. As several models have already been established,
one should expect further development of these approaches in tumor immunobiclogy
research. However, some obstacles are evident, such as difficulties in mimicking blood flow
or lymphatic efflux, and thus mimicking the metastatic process. Perhaps combination of
3D-bioprinting with microfluidics could be a solution for generating biomime tic tissues for
tumor-related studies [116].

7. Conclusions

In this review, we discuss the recent advanoes in 3D-bioprinting methods from the
perspective of preclinical modeling of intrinsic molecular mechanisms within TME that can
induce T cell dysfunction and hamper the anticancer immune response. It is erwisioned
that due to a new generation of increasingly sophisticated 3D in vitro models, we can
progressively better understand these underlying mechanisms and lay a foundation for
new sucoessful immunotherapies that would battle this deadly disease.
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7. Podsumowanie i wnioski

7.1 Podsumowanie

PTLD jest istotnym problemem klinicznym dotyczacym biorcéw przeszczepow
narzadow migzszowych. W toku przeprowadzonych badan utworzony zostat
wieloosrodkowy polski rejestr pacjentow z rozpoznaniem PTLD. Analiza statystyczna
zawartych w nim danych pozwolita na opisanie epidemiologii choroby wsréd Polskich
biorcéw przeszczepow nerki, watroby lub ptuc, zdefiniowanie czynnikow ryzyka i
prognostycznych oraz réznego ich wptywu w zalezno$ci od rodzaju przeszczepionego
narzadu. Utworzona na potrzeby tego doktoratu baza danych jest stale rozwijane 1 mamy
nadziej¢, ze w dalszym ciggu bedzie stuzyla jako platforma do prowadzenia kolejnych
badan.
Opisana w publikacji No. 4 technologia biodruku 3D bedaca narzedziem pozwalajagcym na
badania nad mikro$rodowiskiem nowotworu i skuteczno$cia nowych metod leczenia

choréb nowotworowych, wydaje si¢ mie¢ zastosowanie w badaniach nad PTLD.

7.2 Whnioski

1. Poszerzono wiedz¢ na temat czynnikow ryzyka PTLD, przebiegu oraz
rokowania tej choroby wsrdd pacjentéw po transplantacji nerki, watroby lub
pluc w Polsce, na podstawie analizy danych z przygotowanej bazy pacjentow;

2. Zdefiniowano poszczeg6lne czynniki ryzyka oraz prognostyczne dotyczace
PTLD, w populacji pacjentow po transplantacji nerki, watroby lub ptuc;

a. Czynnikamiryzyka wsrod KTRs sg starszy wiek w momencie KTx, pte¢
meska oraz stosowanie TAC.

b. Czynnikiem ryzyka dla LTRs jest stosowanie cyklosporyny.

c. Ztym czynnikiem prognostycznym dla KTRs jest starszy wiek w
momencie KTx.

d. Zlym czynnikiem prognostycznym dla LTRs jest PTLD o typie
hiperplazji plazmocytowej.

3. Przeprowadzono analiz¢ statystyczng - w tym wieloczynnikowg - z
wykorzystaniem danych demograficznych 1 klinicznych, czego efektem bylo
zdefiniowanie najbardziej istotnych czynnikoéw ryzyka PTLD;

4. Oceniono teoretyczng przydatnos$¢ biodruku 3D jako potencjalnego narzedzia

pozwalajacego na badania TME i nowych metod leczenia w PTLD.
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9. Spis rycin i tabel

Rycina 1. Wybrane jednostki chorobowe nalezace do spektrum zaburzen
hematologicznych u SOTR (publikacja No. 1)

Rycina 2. Przedstawione w pracy No. 2 réznice w czasie od SOT do rozpoznania PTLD
pomiedzy grupami KTRs i LTRs.

Rycina 3. Przedstawione w pracy No. 2 r6éznice w czasie od SOT do rozpoznania PTLD
w zaleznosci od wieku, pomiedzy grupami pacjentéw po KTx lub LTx.

Rycina 4. Przedstawione w pracy No. 3 roznice w czasie od SOT do rozpoznania

PTLD pomiedzy grupami pacjentow po KTx, LTx, lub LngTx.

Rycina 5. Przedstawione w pracy No. 4 wybrane czynniki sktadajace si¢ na role
mikrosrodowiska nowotworu w zjawisku Tumor Immune Evasion.

Tabela 1. Wyniki analizy jednoczynnikowej wptywu czynnikow na czas od SOT do
rozpoznania PTLD, ukazujace roznice pomigdzy KTRs i LTRs jak rowniez mi¢dzy nimi
a SOTRs.

Tabela 2. Wyniki analizy jednoczynnikowej wptywu czynnikdw na przezycie pacjentow,

pokazujace réznice pomiedzy KTRs i LTRs.
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10. Opinie Komisji Bioetycznej

——

L BEE S b Komisja Bioetyczna
V\ w 4 y ‘A‘ ")( . ) . ‘. >
% przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
P& Tel.: 022/ 57 - 20 -303 ul. Zwirki i Wigury nr 61
2 Fax: 022/57-20-165 02-091 Warszawa
R MY *
Y \\1?\‘“.‘: 9 % e-mail: komisja.bioctyczna@wum.edu.pl
. Il pun e www.komisja-bioetyczna.wum.edu.pl

Warszawa, dnia 14 marca 2022r.

AKBE/ 90 72022

Dr hab. Krzysztof Mucha

Klinika Immunologii, Transplantologii

i Choréb Wewnetrznych

ul. Nowogrodzka 59
02-006 Warszawa

OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, ze Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym w dniu 14 marca 2022r. przyjeta do wiadomosci informacje na temat

badania pt.” Czynniki ryzyka oraz czynniki prognostyczne potransplantacyjnej choroby
limfoproliferacyjnej w populacjach biorcow przeszczepdw nerki i watroby. (Post-
transplantation lymphoproliferative disorder risk and prognostic factors in kidney and liver
transplant populations).”Przedstawione badanie nie stanowi eksperymentu medycznego w
rozumieniu art. 21 ust. 1 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach lekarza

1 lekarza dentysty(Dz.U. z 2018 r. poz. 617) i nie wymaga uzyskania opinii Komisji Bioetyczne;
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym, o kt6rej mowa w art. 29 ust.1 ww. ustawy.

Przewodriczaca Komisji Bioetycznej

4 —

Prof. dr lab. n. med. Magdalena Kuzma —Kozakiewicz
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Komisja Bioetyczna
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym

Tel.: 022/57 -20-303 ul. Zwirki i Wigury nr 61
Fax: 022/57-20-165 02-091 Warszawa
)
”7(‘(“ 1809 % e-mail: komisja.bioetyczna@wum.edu.pl
Iy p\‘\\\‘\ www.komisja-bioetyczna.wum.edu.pl

Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
w dniu 08 maja 2023 r. po zapoznaniu si¢ z wnioskiem

Prof. dr hab. med. Krzysztof Mucha

Klinika Immunologii, Transplantologii i Choréb Wewng¢trznych, Instytut
Transplantologii WUM,

ul. Nowogrodzka 59, 02-006 Warszawa,

dotyczacym: wyrazenia opinii w sprawie badania pt * Potransplantacyjna choroba limfoproliferacyjna
(PTLD) u biorcoéw przeszczepow narzadowych:badanie wieloosrodkowe™
- Badanie moze by¢ prowadzone wylgcznie w okresie obowigzywania polisy ubezpieczeniowe;.

wyraza nastepujacag
opinig

- stwierdza, ze jest ono dopuszczalne i zgodne z zasadami naukowo-etycznymi*.

d RO do N
H a 0d asada aukowe

Uwagi Komisji — verte

Komisja dziala na podstawie regulaminu dzialania Komisji Bioetycznej przy Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym, przyjetego zarzadzeniem Rektora WUM nr 200/2022 z dnia 18
pazdziernika 2022 r. oraz przepiséw prawa powszechnie obowigzujjcego, w tym przede wszystkim
ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach lekarza i lekarza dentysty, ustawy z dnia 6 w;'zegnia
2001 r. Prawo farmaceutyczne, ustawy z 22 kwietnia 2022 r. 0 wyrobach medycznych oraz prawa
miedzynarodowego lub unijnego, a takze odpowiednich norm naukowych lub zawodowych.

Przewodniczaca Komisji Bioetycznej

W74 e

hab. n. med. Magdalena Kuima-Kozakiewicz

*niepotrzebne skresli¢
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11. Oswiadczenia wspolautorow publikacji

Warszawa 27.05.2025
(mejscowosc, data)

prof. dr hab. n. med. Krzysztof Mucha

 Gmiginazwisk)

OSWIADCZENIE

Jako wspotantor rozdzialu monografii zatytulowanego . Zaburzenia hematologiczne
u biorcow przeszczepow narzgdowych™ oswiadczam, iz méj wiasny wklad merytoryezny w
przyezotowanie, przeprowadzenie 1 opracowanie badafl oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi:

Opracowanie pomyshu, recenzje 1 edyeje manuskryptu.
M6j udziat procentowy w przygotowanin publikacji okreslam jako 70 %o

Wktad Rafata Starosa w powstawanie publikac)i okreslam jako 30%,
(imie i nazwisko kandydata de stopria)

obejmowat on: Opracowanie pomysiu, napisanie pierwotnej wersji mamuskryptu oraz jego
recenzje 1 edyeje.

{meryioryczny opis whiadu kandydsta do stopnis w powstanie publiksci)*

Jednoczeinie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czeié rozprawy
doktorskiej lek. Rafala Starosa.

PODPIS ZALIFANY

HEEVSETOF JAM
MUCHA

(podpis oswiadezajacego)
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(miejscowo$¢, data)

prof. dr hab. n. med. Krzysztof Mucha

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako  wspotautor  pracy pt. ,,Comparison  of Post-Transplantation
Lymphoproliferative Disorder Risk and Prognostic Factors Between Kidney and Liver
Transplant Recipients” o$wiadczam, iz moj wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i przetwarzanie danych,
recenzj¢ i edycje manuskryptu.

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 20 %

Wktad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 50%,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowal on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i
przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzj¢ i edycje.

(merytoryczny opis whkladu kandydata do stopnia w powstanic publikac)i)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

podpis oswiadczajacego)
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(miejscowos¢, data)

prof. dr hab. n, med. Bartosz Foroncewicz

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako  wspolautor  pracy pt. ,Comparison  of Post-Transplantation
Lymphoproliferative Disorder Risk and Prognostic Factors Between Kidney and Liver
Transplant Recipients” o$wiadczam, iz moj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie,

przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie oraz przetwarzanie danych, recenzj¢ i edycj¢ manuskryptu.

Mo6j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 13 %

Wklad Rafata Starosa w powstawanic publikacji okreslam jako 50%,
(imi¢ i nazwisko kandydata do stopnia)
obejmowal on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzj¢ i edycjg.

(merytoryezny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednocze$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgS¢ rozprawy
doktorskiej lek. Rafata Starosa.

Prof. dr had med.
Bartosz Foroncewlcz

cjalis ta choro
spec) transy plantolog

“e{’mgi WM’ (/\

(podpis o$wiadczajacego)
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N assanio.
9,05, 2006

(miejscowos¢, data)

prof. dr hab. n. med. Bogna Ziarkiewicz-Wréblewska

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako  wspotautor  pracy pt. ,Comparison of  Post-Transplantation
Lymphoproliferative Disorder Risk and Prognostic Factors Between Kidney and Liver
Transplant Recipients” oswiadczam, iz méj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie oraz przetwarzanie danych.

M6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5 %

Wkiad Rafata Starosa w powstawanic publikacji okreslam jako 50%,
(imic 1 nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowal on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzje i edycje.

(merytoryezny opis whladu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako cze$é rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

(podpis o$wiadczajgcego)
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Joyseaue 006,25

(miejscowo$é, data)

prof. dr hab. n. med. Maciej Kosieradzki

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako  wspdlautor pracy pt. ,Comparison  of Post-Transplantation
Lymphoproliferative Disorder Risk and Prognostic Factors Between Kidney and Liver
Transplant Recipients” o$wiadczam, iz m6j wlasny wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji
stanowi:

Przygotowanie oraz przetwarzanie danych.

Méj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2 %

Wkiad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 50%,

(imie 1 nazwisko kandydata do stopnia)
obejmowal on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzje i edycjg.

(mervtoryezny opis whladu kandydata do stopnia w powstanic pubhkacy)*

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

(podpis o$wiadczajacego)
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(miejscowosé¢, data)

prof. dr hab. n. med. Beata Naumnik

(imi¢ i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako  wspotautor  pracy pt. ,Comparison  of Post-Transplantation
Lymphoproliferative Disorder Risk and Prognostic Factors Between Kidney and Liver
Transplant Recipients” o$wiadczam, iz moj wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy W formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie oraz przetwarzanie danych.

Mo6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2 %

Wklad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 50%,
(imic i nazwisko kandydata do stopnia)

obcjmowal on:  Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzj¢ i edycje.

(merytorvezny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanie publikac)n)®

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

(podpis oswiadczajacego)
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L\]@uﬂ&) v //& .05,

(miejscowos¢, data)

prof. dr hab. n. med. Joanna Raszeja-Wyszomirska

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako  wspétautor pracy pt. ,Comparison  of Post-Transplantation
Lymphoproliferative Disorder Risk and Prognostic Factors Between Kidney and Liver
Transplant Recipients” o$wiadczam, iz moj wlasny wkltad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie oraz przetwarzanie danych.

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2 %

Wklad Rafata Starosa w powstawanic publikacji okreslam jako 50%,
(imi¢ 1 nazwisko kandvdata do stopnia)

obejmowal on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie |

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzj¢ i edycjg.

(mentory czny opis wkladu Kandydata do stopnia w powstanic publikac))®

Jednoczesénie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.
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(,Jg,/,g 7730, 1 5—, 04y. 7 ,~/

(miejscowo$¢, data)

prof. dr hab. n. med. Stawomir Nazarewski

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako  wspolautor  pracy pt. ,Comparison of  Post-Transplantation
Lymphoproliferative Disorder Risk and Prognostic Factors Between Kidney and Liver
Transplant Recipients” o$wiadczam, iz moj whasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji
stanowi:

Przygotowanie oraz przetwarzanie danych.

MJ¢j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%

Wkiad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 50%,

(imic i nazwisko kandydata do stopnia)
obejmowal on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzjg i edycje.

(merviorvezny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanie publikac)i)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgS¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

(podpis oswiadczajacego)
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(miejscowos¢, data)

prof. dr hab. n. med. Krzysztof Zieniewicz

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako  wspotautor  pracy pt. ,Comparison of  Post-Transplantation
Lymphoproliferative Disorder Risk and Prognostic Factors Between Kidney and Liver
Transplant Recipients” o§wiadczam, iz moj whasny wklad merytoryczny w przygotowanie,

przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie oraz przetwarzanie danych.

MJj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2 %

Wklad Rafata Starosa w powstawanic publikacji okreslam jako 50%,
(imic i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowal on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzje i edycje.

(menvtoryezny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.
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Uavsza U
15.08. 28

50

(miejscowos¢, data)

prof. dr hab. n. med. Leszek Paczek

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako  wspotautor  pracy pt. ,,Comparison of  Post-Transplantation
Lymphoproliferative Disorder Risk and Prognostic Factors Between Kidney and Liver
Transplant Recipients” o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji
stanowi:

Przygotowanie oraz przetwarzanie danych, recenzja i edycja manuskryptu.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%

Wklad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 50%,

(imi¢ i nazwisko Kandyvdata do stopnia)

obejmowal on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzjg i edycjg.

(menvtoryezny opis whladu kandydata do stopnia w powstanie pubhkaci)

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

(podpis oswiadczajacego)
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(miejscowos¢, data)

prof. dr hab. n. med. Bartosz Foroncewicz

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,.Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors” o$wiadczam, iz méj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Opracowanie metodologii badania, przygotowanie i przetwarzanie danych, recenzj¢ i edycje

manuskryptu.
Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5 %

Wktad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 65%,
(imig¢ 1 nazwisko kandvdata do stopnia)

obejmowat on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzje i edycje.

(merytoryezny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

(podpis o$wiadczajgcego)
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i.f?.".:..’f;‘.’.‘."..*.?;...:?ﬁ‘m Rl

{migjscowosc, data)

prof. dr hab. n. med. Dorota Kamifska

(imieg i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor pracy pt. ..Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostiec Factors™ oSwiadczam, iz mdj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanic,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanic i przetwarzanie danych.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okre$lam jako | %

Whkiad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 65%,
(imie | nazwisko kandydata do stopnia)
obejmowal on: Opracowanic pomysiu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie picrwotne]j wersji manuskryptu oraz jego recenzjg i edycjg.
{merytoryezny opis wkiady kendydata do stopnia w powstamie publikacjiy®

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

onete 'cx,ch L

................................................

(podpis o$wiadczajgeego)
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(micjscowose, data)

dr hab. n. med. Dominika Deborska-Materkowska

(imig 1 nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspélautor pracy pt. ,.Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors™ o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygolowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

Stanowi:

Przygotowanic i przetwarzanic danych.

Maéj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1 %

Wklad Rafata Starosa w powstawanic publikacji okreslam jako 65%,
(imig¢ | nuzwisko kandydata do stopnia)

obejmowal on:  Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i
przetwarzanie danych, napisanie picrwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzjg i edycje.

(mervtoryezny opis whladu kandydats do stopiia w powstame publikacy)*

Jednocze$nic wyrazam zgodg na wykorzystanic w/w pracy jako czgS¢ rozprawy

doktorskicj Ick. Rafata Starosa,

/}L\;MMJ{@ Ly

T qudpis oswiadezajycego)
,/
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(oromn & | 06 [lo

(migjscowosé, data)

dr hab. n. med. Slawomir Lizakowski

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspélautor pracy pt. .Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors™ o$wiadczam, iz méj wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenic 1 opracowanic badan oraz przedstawienic pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1 %

Wklad Rafala Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 65%,

(imig 1 nazwisko kandydata do stepnsa)

obejmowal on: Opracowanic pomyshu oraz metodologii  badania, przygotowanic i
przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzjg i edycje.

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopuia w powstame publikacy)*

Jednocze$nie wyrazam zgodg na wykorzystanic w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

L N { )
— e x O2oocaet S Ltan o g o <« o« o

................... R S

(podpis odwiadczajgeego)
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. - o
’/ v | Z 1.0< 7

(miejscowos$¢, data)

dr n. med. Izabela Zakrocka

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy pt. ,,Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors” os§wiadczam, iz mdj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2 %

Wklad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 65%,

(imig 1 nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowal on: Opracowanie pomyshu oraz metodologii badania, przygotowanie i
przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzj¢ i edycjg.

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg§¢ rozprawy
doktorskiej lek. Rafata Starosa.

(podpis o$wiadczajacego)
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C peatipta, 405222

(migjscowost, data)

prof_ dr hab, n. med. Joanna Raszeja-Wyszomirska

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pl. .Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors”™ obwiadczam, iz mdj wilasny wklad merytoryczny W przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanic badan oraz przedstawienie pracy W formie publikacji

Stanowi:

Przygotowanic | przetwarzanic danych.

Maj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1 %

Wklad Rafala Starosa w powstawanic publikacji okreslam jako 65%,
gy & aaseweslo Landydatn du sopnia)

obejmowal — on: Opracowanie pomysiu oraz metodologii badania, przygotowanie 1

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzjg i edycg.

tmeryrongezny opis whladu kandyidaa et SLpINE W POWATIIR pubbikaciin®

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czgS¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.
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Cosnomee 210525

(miejscowos¢, data)

dr hab. n. med. Anita Stanjek-Cichoracka

(imig¢ i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors” o$wiadczam, iz mdj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1 %

Wktad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 65%,
(imig 1 nazwisko kandydata do stopnia)
obejmowat on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzj¢ i edycjg.

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednocze$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy
doktorskiej lek. Rafata Starosa.

(podpis o$wiadczajacego)
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(migjscowosé, data)

lek. Anna Pawlowska

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. .Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors” o$wiadczam, iz méj wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanic badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako | %

Wkiad Rafala Starosa w powstawanic publikacji okreslam jako 65%,
(tmig + murwisko kandyslata do stopma)
obejmowal on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzjg i edycje.

(mervioryvany opis whladu kandydat & stopaia w powstunse pabiikocii)*

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanic w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskicj Ick. Rafala Starosa.

(podpis o$wiadczajgcego)
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[ migjscownsd, datay

lek. Emilia Kninla

{imig | nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. ..Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostie Factors™ odwiadezam, iz méj wlasny wklad merytoryczny w preygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienic pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.

Mdj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okredlam jako 1 %

Whiad Rafala Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 65%,
Temne 1 paewiske kandsdata do stopma)

obejmowat on:  Opracowanie pomystu oraz  metodologii  badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzje i edycje.

imeerviorvezny opis whiadu handy daa do stopma w povwstanie pablkaci)®

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgsc rozprawy

doktorskiej lek. Rafala Starosa.

gfﬂ-‘/ﬁﬁfﬁ?*’dD

PRt

(podpis odwiadezajacego)
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(&2

drn. med. Pawel Poznanska

(imug 1 nanwisko)

OSWIADCZENIE

(mieyscowosc, data)

Jako wspolautor pracy pt. ..Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid

Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and

Prognostic Factors™ oswiadezam, iz moj wilasny wklad merytoryczny w przygotowanie,

przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formic publikacji

SENOWI:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1 %

Wklad Rafala Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 65%.

tine 1 remwsko handvdata do stopniay

obejmowal on:  Opracowanie pomyslu oraz metodologii badania, przygotowanic
przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzjg i edycje.

(mentonvezny opis wkladu handydata do stopnia w powstame publikacy

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢S¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafala Starosa.
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(miejscowos¢, data)

dr hab. n. med. Jolanta Gozdowska

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors” oswiadczam, iz m6j wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,

przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1 %

Wktad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 65%,
(imie 1 nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzj¢ i edycje.

(mervtoryczny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanic publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

i v/’ . .
(pqdpis o$wiadczajacego)
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(miejscowose, data)

prof. dr hab. n. med. Alicja Debska-Slizien

(imig i nazwisko)

OS'WIADCZ‘ENIE

Jako wspolautor pracy pt. ,Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors” oswiadczam, iz mdj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie | opracowanie badun oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:
Zebranie i dostarczenie danych z jednego osrodka transplantacyjnego.

Whkiad Rafata Starosa w powstawanie publikucji obejmowai:

Gimig | nazwisko kandydata do stopnia)

Opracowanic pomysiu oraz metodologii badania, przygotowanie i przetwarzanie danych,
napisanic pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzj¢ i edycjg.

(mesytoryczny opis whkiadu kaxlydata do stopam w powstanie publikacjiy®

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanic w/w pracy jako czg$¢ rozprawy
doktorskiej lek. Rafala Starosa.

(podpis odwiadczajgcego)
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(micjscowosé, data)

dr n. med. Agnieszka Kotkowska-Lesniak

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. ,Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors” o$wiadczam, iz méj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.
Mo6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okre§lam jako 3 %

Wkiad Rafata Starosa w powstawanic publikacji okre§lam jako 65%,
(imig i nazwisko kandydata do stopnia)
obejmowal on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzjg i edycjg.
(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanic publikacji)*

Jednocze$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy
doktorskiej lek. Rafata Starosa.

At ”% D ‘/A/J/(;%

(podpis o§wiadczajgcego)
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W e 280606

(miejscowos¢, data)

prof. dr hab. n. med. Magdalena Durlik

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors” oswiadczam, iz mdj wilasny wklad merytoryczny w przygotowanie,

przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.

Mo¢j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okre$lam jako 1 %

Wkiad Rafata Starosa w powstawanic publikacji okreslam jako 65%.
(imig 1 nazwisko kandydata do stopma)

obejmowal on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzjg i edycje.

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode¢ na wykorzystanie w/w pracy jako cze$é rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

(podpis o$wiadczajacego)
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(miejscowosé, data)

dr hab. n. med. Radostaw Zagozdzon

(imig¢ i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,.Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors” oswiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,

przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1 %

Wkiad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 65%,
(imig 1 nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: Opracowanie pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i

przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzje i edycje.

(merytoryezny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$é rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

(podpis oswiadczajacego)
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prof. dr hab. n. med. Maciej Kosieradzki

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. . Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors™ oswiadczam, 1z md) whasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie 1 opracowanie badafn oraz przedstawiemie pracy w formie publikacji
stanowi:

Przygotowanie 1 przetwarzanie danych.
Moy udzial procentowy w przygotowaniu publikacy okreslam jako 1 %

Wkiad Rafala Starosa w powstawanie publikac): okreslam jako 65%,

{mmie i nazwisko kandydata do stopmia)

obejmowal on: Opracowanie pomyshlu oraz metodologit badama, przygotowanie 1
przetwarzanie danych, napisanie pierwotne] wersji manuskryptu oraz jego recenzje i edycje.

(merytorycmy opis wkiadn kandydata do stopnia w powstanie publikacjiy*

Jednoczeéme wyrazam zgode na wykorzystame w/w pracy jako czesé rozprawy
doktorskiej lek. Rafala Starosa.

H Elektronicznie podplsany
MaCIeJ przez Macle] Kosleradzkl
Diata: 202506089 09:36:49

Kosieradzki 5ses

(podpis oswiadczajacego)
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' (miejscowodé, data) -
o CAB2 S
prof. dr hab, n, med. Krzysatof Zieniewicz

{imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors” oswiadczam, iz md] whasny whklad merytoryezny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.

Maj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okredlam jako 1 %

Whkiad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 65%,
o | madwisko kendydaio do stopas)

obejmowal  on:  Opracowanie pomystu oraz metodologii  badania, przygotowanie |
przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzje i edycjg.

{mervieryezny opis whlsdu kandydat do swopnia w powstanie publikeciiy*

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie wi/w pracy jako czedé rozprawy
doktorskiej lek. Rafata Starosa.
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(migjscowosé, data)

prof. dr hab. n. med. Leszek Paczek v W Q

(imig 1 nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. . Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors™ o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowaniec badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Przygotowanie i przetwarzanie danych.

Mo udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1 %

Wktad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 65%,
Cmg 1 nirewisko kandydata de slopniay

obejmowal on: Opracowanic pomystu oraz metodologii badania, przygotowanie i
przetwarzanie danych, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego recenzjg i edycjg.

(mervioryceny opes wibadu kandydata do stopnio w powstanie pablikoc fi*

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy

lod fye

(podpis oswiadczajacego

doktorskiej lek, Rafala Starosa.
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prof. dr hab. n. med. Krzysztof Mucha

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. . Does the Organ Matter in PTLD Development in Solid
Organ Transplant Recipients? A Multicenter Observational Study of Risk and
Prognostic Factors™ oswiadczam, 1z md) whasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie 1 opracowanie badafn oraz przedstawiemie pracy w formie publikacji

stanowi:

Opracowanie pomyshu oraz metodologin badamia, przygotowanie 1 przetwarzame danych,

recenzje 1 edycje manuskryptu.
Moy udzial procentowy w przygotowaniu publikacy okreslam jako 5 %o

Wkiad Rafala Starosa w powstawanie publikac): okreslam jako 65%,

(imie i nazwisko kandydata do stopmia)

obejmowal on: Opracowanie pomysln oraz metodologii badamia, przygotowanie 1
przetwarzanie danych, napisanie pierwotne] wers)i manuskryptu oraz jego recenzje 1 edygje.

(meryorycmy opis wkladn kandydata do stopnia w powstanie publikacjiy*

Jednoczesme wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy
doktorskiej lek. Rafala Starosa.

PODPIS TALFANY

HRZYSITOF 1AM
MUCHA )
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(miejscowosé, data)
dr hab. n. med. Radostaw Zagozdzon

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,,Perspectives for 3D-Bioprinting in Modeling of Tumor
Immune Evasion” o$wiadczam, iz m¢j wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,

przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji
stanowi:

Opracowanie pomyshu, zapewnienie finansowania, napisanie pierwotnej wersji fragmentu

manuskryptu oraz jego recenzj¢ i edycje.

Mo6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 15 %

Wkiad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 54%,

(mie 1 nazwisko kandvdata do stopnia)
obejmowal on: Opracowanie pomystu, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego
recenzje i edycjg.

(merytoryezny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanic publikacyi)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

(podpis oswiadczajgcego)
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(miejscowos¢, data)
prof. dr hab. n. med. Krzysztof Mucha

(imig¢ i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Perspectives for 3D-Bioprinting in Modeling of Tumor
Immune Evasion” o$wiadczam, iz mo6j wilasny wklad merytoryczny w przygotowanie,

przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Opracowanie pomystu, zapewnienie finansowania, recenzj¢ i edycj¢ manuskryptu.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10 %

Wktad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 54%,
(mie 1 nazwisko kandvdata do stopnia)
obejmowal on: Opracowanie pomystu, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego

recenzje¢ i edycje.

(mervton ezny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgS¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafata Starosa.

~

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 17 pazdziernika 2024 r.
prof. dr hab. n. med. Zygmunt Pojda

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. .. Perspectives for 3D-Bioprinting in Modeling of Tumor
Immune Evasion™ ofwiadczam, 1z mdé; wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie 1 opracowanie badan oraz przedstawieme pracy w formue publikacyi
stanowi:

Opracowanie pomysiu, zapewnienie finansowania.
Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacy: okreslam jako 1%

Whlad Rafala Starosa w powstawanie publikacyi okreslam jako 54%,
(imdg i nazwisko kandydata do stopmia)
obejmowal on: Opracowanie pomyshu, napisanie pierwotne] wersji manuskryptu oraz jego
recenzje 1 edyeje.
(merytorycmy opis wkiadn kandydam do stopria w powstanie publikacii)*

Jednoczesme wyrazam zgode na wykorzystame w/w pracy jake czes¢ rozprawy
doktorskiej lek Rafala Starosa.

PODPIS ZALIFAMNTY

ZHGMUNT
PQIDA
13 18

Gf 5.."

(podpss oswiadczajacego)
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Basel, 24.10.2024

(miejscowosc, data)

inz. Agata Michalak

(imi¢ 1 nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. , Perspectives for 3D-Bioprinting in Modeling of Tumor
Immune Evasion” oswiadczam. 1z mod) wlasny wklad merytoryezny w
przygotowanie, przeprowadzenie 1 opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie

publikacji stanowi:

Przygotowanie pierwotnej wersji fragmentu manuskryptu.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10 %

Wkiad Rafata Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 54%,

{imig 1 nazwisko kandydata do stopria)
obejmowal on: Opracowanie pomystu, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego
recenzjg 1 edycje.

(merytoryezny opis whiadu kandydata do stopain w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafala Starosa.

(podpis oswiadczajacego)
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Wassxoue, 2840 L,

(miejscownsé, data)

mgr inz. Kinga Rusinek

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. ,,Perspectives for 3D-Bioprinting in Modeling of Tumor
Immune Evasion” o§wiadczam, iz mdj) whasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,

przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

Napisanie pierwotnej wersji fragmentu manuskryptu.

M6 udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10 %

Wklad Rafala Starosa w powstawanie publikacji okreslam jako 54%,

(imig 1 nazwisko kandydata do stopnia)
obejmowal on: Opracowanie pomystu, napisanie pierwotnej wersji manuskryptu oraz jego
recenz)¢ i edycig.

(merytoryczny opis wkladu kandydata do stopmia w powstanie publikacji)®

Jednocze$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Rafala Starosa.
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