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Recenzja rozprawy doktorskiej lekarz Martyny Tyszki
“Badanie zmian przepuszczalnodci bariery jelitowe] po
transplantacji krwiotwércrych komérek macierzystych.”

Transplantacja, inaczej przeszczepienie allogenicznych komdrek krwiotwdrezych (ang.
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation; alloHSCT) to metoda terapeutyczna stosowana
w leczeniu nowotwordw ukfadu krwiotwdrczego, ukladu chionnego, a takie wybranych chordb
auteimmunaologicznych, AlloHSCT stosuje sie u chorych, ktdrych rokowanie co do wyleczenia i
przezycia jest Istotnie gorsze w przypadku zastosowania innych rodzajéw terapdi lub u tych,
ktorych wyleczenie nie jest moiliwe innymi metodami. Mimo 2nacznego rozwoju metod
transplantacyjnych na przestrzeni ostatnich czterech dekad, istotnym ograniczeniem alloHSCT
pozostaje smiertelnosc nie zwigzana z nawrotem 9ang. non-relapse mortality; NRM), ktdrej
gldwny przyczyng jest choroba przeszczep-przeciw-gospodarzowi (ang. graft-versus-host disease;
GvHD). Obecnie u dorostych chorych rutynowo wykonywane s3 przeszczepienia od rodzedstwa
rgodnego w zakresie antygendw uklfadu HLA, od dawcdw rodzinnych zgodnych w jednym
haplotypie oraz od dawedw niespokrewnionych w pefni lub czeiciowo rgodnych w zakresie
antygendw HLA (tj. od dawcow zgodnych w 10/10 lub 9/10 antygendw HLA). Pomimo coraz
precyzyjniejszych metod oznaczania antygendw HLA i ich alleli, ostra (ang. acute; a) i prrewlekia
(ang. chronic; c} GvHD pezostajy nadal istotnym problemem klinicznym wplywajacym na
utrzymywanie si¢ NRM powyiej 10-15% w czasie pierwszych 2 lat po alloHSCT, W patogenezie
aGvHD rola uszkodzenia bariery |elitowe] jest dobrze poznana, jednak identyfikacja chorych
szczegdinie naratonych na takie uszkodzenie oraz tych, u ktdrych uszkodzenie bariery doprowadzi
do rozwoju cigikiej pestaci aGvHD pozostaje wainym do rozwigzania problemem klinicznym, Z



tych wzgledéw wybor tematu uwagam za wiasciwy zardwno I poznawczego, jak i praktycznego
punktu widzenia, zwlaszcza dla lekarza naukowca.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa dektorska lek. med. Martyry Tyszki jest pracg
kliniczna dobrze wpisujaca sie w to trudne i istotne klinicznie 2agadnienie.

Podejécie tematyczne, ratoione cele | zastosowana metadologia wskazujg na
opanowanie przez Autorkg warsztatu naukowego oraz na przejecie dofwiadczen
promotora | promotora pomocniczego. Dodatkowo pragng dodat, ze Klinika, w ktdrej
rozprawa tostala prrzeprowadzona to jednostka o wyhitnym doswiadczeniu w zakresie
badaf nad uszkodzeniem bariery jelitowe] i znaczeniem zaburzen mikrobiomu u chorych
poddawanych transplantacji komdrek krwiotwdrczych. Wybdr grupy badanej oraz metod
hadawezych nalezy uznaé za whasclwy | umodliwiajacy psiggnigcle przez Autorke
oczekiwanych wynikéw.

Na przedstawione mi do oceny osigeniecie naukowe skladajq sie dwie prace oryginalne
oraz jedna poglagdowa, opublikowane w pericdykach o wysokim wspotezrynniku
oddziatywania (sumarycznie IF wynoszacy ponad 13). Omdwienie osiggniecia zawiera 27
stron maszynopisu, po ktdrym zatgczono publikacie stanowigce cykl, @ po nich
urmnieszczono & stronicowe Podsumowanie, nastgpnie Wnioski oraz Pismiennictwo
zawierajace 53 cytowane pozycje piémiennictwa angielskojgzycznego. Dodatkowo tekst
pracy poprredzony jest strong tytulowa, spisem tresci, wykazem publikacji sktadajgcych sig
na osiagniecie naukowe, wykazem ulytych skrotdw oraz zatgcronymi streszczeniami w
jezyku polskim i angielskim. Ma koricu pracy dofgczono ratgczniki zawierajgce: opinig
komisji bisetyczne] oraz oéwiadczenia wspotautorow i Doktorantki dotyczace je] wkiadu
merytorycznego w powstanie opublikowanych prac.

W treéciwym wstepie obejmujgcym 10 stron, Autorka omdwita wskazania do
transplantacji komdrek krwiotwdrezych, statystyki przeszczepienn w Polsce, przebieg
procedury transplantacyjne] oraz glowne powikianie alloH3CT, ktdrym jest choroba
przeszczep-preeciw-gospodarzowi. Autorka przedstawita réwniez skrdtowo informacje
dotyczace budowy i funkcji bariery jelitowej oraz mikrobiomu jelitowego oraz opisala
aktualny stan wiedzy na temat wplywu uszkodzenia bariery jelitowe]j na powikiania po
alloHSCT, dodatkowo prredstawiajac wyniki badan prowadzonych w Klinice Hematologii,
Transplantologil | Chorab Wewngtrznych UCK WUM i zawartych w cyklu publikacji. W tej
ezedci Autorka uzasadnita wybdr badanych hiomarkerdw uszkodzenia nabfonka jelit oraz

zastosowanie analizy metabolomiczne] dia identyfikacji nowych osoczowych biomarkerdw



aGvHD, w oparciu o aktualny stan wiedzy na ten temat. Ostatecznie Autorka prredstawita
gldwny cel pracy, ktdrym byla byto doglebne rbadanie zmian zachodzgcych na poziomie
bariery jelitowej u chorych w okresie okoloprzeszczepowym oraz proba wyznaczenia
potencjalnege markera porwalajacego na identyfikacje chorych ze  znaczrymi
zaburzeniami bariery jelitowej, szczegdlnie zagroionych  wystgpieniem  aGWHD.
Doktorantka dodatkowo precyzuje cele szczegdtowe doktoratu wynikajace 2
poszcregalnych prac bedacych osiggnieciem naukowym:

1} w pierwszej z prac oryginalnych celem byta ocena przepuszczalnodci bariery jelitowe] za
pomocy testu absorbeji cukrdw (SAT) u chorych poddanych alloHSCT, analiza zwigzku
migdzy przepuszczalnosciy bariery jelitowe], a czynnikami zaletnymi od chorege oraz od
przeszczepienia, analiza rwigzku miedzy przepuszczalnodciy bariery, a wystapleniem
powiklarh w okresie poprzeszczepowym (aGvHD, powiklania infekcyjne, zapalenie
Sluzdwek), ocena uszkodzenia bariery jelitowe] za pomocg analizy steenia biomarkerdw w
kale (zonulina, kalprotektyna, beta-defensyna-2), analiza przydatnosci oceny markerdw
uszkodzenia bariery jelitowe] jako surogatdw przepuszczalnodci bariery jelitowej, analiza
rwigzku migdzy stezeniem markerdow uszkodzenia bariery jelitowe) w kale, a czynnikami
zaleinymi od chorego oraz od przeszczepienia oraz wreszcie analiza zwigzku miedzy
rawartodciy markerdw uszkodzenia bariery jelitowe] w kale, a wystapieniem powikian w
okresie poprzeszczepowym.

2} w drugie] pracy oryginalnej celem byla ocena profili metabolicznych chorych w ckresie
okototransplantacyjnym oraz pordwnanie profii metabolicznych chorych, u ktdrych
wistapifa aGvHD z pozostalymi pacjentami

3| celem pracy pogladowe] byt opis stanu wiedzy na temat struktury i funkcjonowania
bariery jelitowe] oraz dokonanie przegladu destepnej literatury na temat wphywu
uszkodzenia tej bariery | zwiekszonej przepuszczalnosci jelit na wyniki alloHSCT wraz 2
omdwieniem metod oceny przepuszczalnosc jelitowe] i strategii terapeutyczrych
majacych na celu ochrone bariery jelitowe]

Cele pracy zostaly precyzyjnie dobrane, 53 zrozumiale i uzasadniajy podjecie badan.
Material, metody | wyniki prac oryginalnych omdwione zostaly przez Doktorantke czesciowo w
podrozdziale 5.3.2 Wstepu ,Wplyw zaburzen bariery jelitowej na wyniki alloHSCT - opis stanu
wiedzy oraz wynikdw badan zawartych w cyklu publikacji® oraz w Rozdziale 8 Podsumowanie®,

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



Zonulin, Calprotectin and Beta-Defensin-2 Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell
Transplantation Recipients” prizeprowadzono analizg przepuszczalnodci jelit za pomocy SAT oraz
pcene steder markerdw uszkodzenia bariery jelitowe], tj. zonuliny, kalprotektyny | beta-defensyny-
2 w kale u 51 pacjentdw w okresie okotoprzeszczepowym. U wigkszosci pacjentow poddawanych
alloHSCT wykazano zwiekszong prrepuszczalnodé jelit mierzong stosunkiem laktulozy do mannitolu
w tedcie absorbejl cukrdw (SAT) jut przed rozpoczeciem terapil kondycjonujgcej. Zaobserwowano
istotny zwigzek miedzy podwyiszonym LMR przed alloHSCT a wysokim HCT-Cl. Nie wykazano
korelacji miedzy wynikami SAT a innymi  markerami uszkodzenia bariery jelitowej (zonulina,
kalprotektyna i beta-defensyna-2). Stwierdzono natomiast, te stgienie zonuliny w kale bylo
podwytszone jut przed rozpoczeciem kondycjonowania u wiekszodci pacjentdw (88%) i istotnie
spadato w dniu +7 po alle-HCT. Autorzy wnioskuje, e rwigkszenie przepuszezalnodci jelitowej u
chorych leczomych alloHSCT jest prawdopodobnie spowodowane stosowaniem antybiotykow,
uszkodzeniem jelit w wyniku chemioterapii cytotoksycznej lub naciekami biataczkowymi.
W drugiej pracy eryginalnej "Altered lipid metabalism in patients with acute graft-versus-

host disease after allogeneic hematopoietic cell transplantation” oceniano profile metaboliczne u
choryeh po allo-HCT, u ktdrych w okresie poprzeszczepowym idiagnozowano aGvHD i
pordwnywano z profilaml pacjentéw, u ktérych nie rezwinglo sig to powikianie. Za pomocg metod
niecelowane] analizy metabolomiczne] oceniono globalne zmiany w metabolizmie aminokwasdw,
weglowodandw, lipidéw, nukleotydéw, a takie metabolitéw pochodzenia bakteryjnego. Do
hadania wiaczono 38 chorych, spoérdd ktdrych u 15 wystapita aGvHD. U chorych, u ktdrych
rozwingta sie aGVHD wykazano deregulacje profili metabolicznych, ktdra byta widoczna juz 7 dni
przed rozpoczeciem procedury alloHSCT. W te] grupie chorych ridentyfikowana istotne zmiany w
metabolizmie lipidéw zwigzanych ze szlakiem przeksztatcania kwaséw tofciowych i synteza
cholesterolu, Wyniki badania wykazafy potencjalny zwigzek migedzy metabolizmem lipiddw,
szczegdinie szlakami transformacji kwasdw bbtciowych | syntezy cholesterolu oraz etiopatogeneazy
aGvHD. Doktorantka umiejetnie omdwila ograniczenia badania, tf maly wielkost i brak
homogennoéc  badanych grup oraz wiele niekontrolowanych  czynnikow  potencjalnie
wptywajacych na metabolom tj. obecnos otylosci, dyslipidemii, cukrzycy oraz stosowanie
antybiotykdw | lekdw immunosupresyjnych w okresie okototransplantacyjnym. Podkreslita, e nie
jest pewne, czy wyniki odzwierciedlajy wphyw allo-HCT na profil metaboliczny, czy racze)
charakteryzuja populacie blorcdw alloHSCT ze rwigkszonym ryzykiem rozwoju aGvHD.



W rozdziale Podsumowanie, ktéry jest po czedci Dyskusjg, Doktorantka omawia
uzyskane wyniki wiasne pordwnujac je z innymi opublikowanymi badaniami na $wiecie,
jednoczesnie podkredlajac odrebnodc | ograniczenia wlasne) pracy.

Whioski sformutowane przez Autorke (rodzial 9) s3 zwiezle, odpowiadajg celom pracy |
53 uprawnione uzyskanymi wynikami wiasnych badari:
1. Przepuszczalnosc bariery jelitowe] jest zwiekszona u choryeh poddawanych alloHSCT
jui w okresie przedtransplantacyjnym | ulega dalszemu zwiekszeniu po alloHSCT.
2. Zwigkszenie prrepuszczalnode bariery jelitowej wyrazone] jako LMR w moczu przed
allo-HCT byto istotnie wigksze v chorych ze wspafistniejacymi chorobami przewbekbymi
(HCT-Cl 2},
3. Stgienie markerdw uszkodzenia bariery jelitowe] w  kale nie koreluje 2
przepuszczalnodciy bariery jelitowe] oceniang przy pomocy SAT i wyraiong jako LMR.
4. Podwyiszone steienie kalprotektyny w kale w dniu +7 po alloHSCT jest potencjalnym
czynnikiem ryzyka/wskaZnikiem wystgpienia aGvHD,
5. Chory, ktdrzy rozwijaja aGvHD po alloHSCT majg cdmienne profile metabolicine od
chorych bez tego powikfania,
6. Metabolity istotnie odrézniajgce chorych, u ktdrych wystgpita aGvHD to metabolity
szlaku kwaséw idlciowych w dniach -7, +7, +21 oraz metabolity syntezy cholesterolu w
dniu +21.

W mojej ocenie sformutowane na postawie wynikdw badan wnioski numer 4 | 5
stanowly podstawe do kontynuacjl badar wieloodrodkowych w celu zgromadzenia
wiekszych i bardziej homogennych grup badanych. Nie wnosze uwag krytycznych co do
zasadnosci podejmowanych badad, toku ich przeprowadzenia, doboru metod badawczych,
wynikdw oraz ich ocpracowania, interpretaci | dyskusji oraz wnioskdw kofcowych. Pragne
podkresli¢ nie tylko walory metodologiczne pracy, ale takie jej nowatorstwo.,

Z obowigzku recenzenta pragne rwrdcié uwage, fe lekture utrudniata nieco struktura
emdwienia cyklu prac. W moje] opinil brakuje rozdzialu ,Materiat | Metody"”, a zwlaszcza rozdzialu
«Wyniki®, w ktérym Doktorantka sukcesywnie przedstawilaby 3 prace bedice skfadowymi
prezentowanego osiggniecia nauvkowego. Grupy badane, metody i wyniki prac Autorki
prredstawione 53 czedciowo w rozdziale 5 ,Wstep” | czefciowo w rozdziale 8 ,Podsumowanie”,
Podsumowanie stanowi rowniei po czedcl Dyskusje. Ponadto w maoje] opinii dyskusja dotyczaca
uzyskanych wynikdw badania metabolomu ze wezgledu na znaczenie problemu omawianego przez
Doktorantke powinna by¢ nieco dfutsza, a wiasne wyniki pordwnane z wynikami innych Autordw.
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Dodatkowo z cbowiazku Recenzenta musze zwrdcié uwagg na drobne bledy
redakcyjne, ktdrych nie udafo sig unikngé Autorce. Wykaz skrdtdw nie jest utoiony
alfabetycznie, co utrudnia korzystanie 1 niego. Dodatkowo w skrdcie LMR (lactulose to
mannitol ratic) znalazt sig bigd (pedano LRM zamiast LMR). Format cytowanych pozygji
piémiennictwa nie jest jednolity, Autorka stosuje prrynajmniej trzy rdine wersje formatdw
(brak konsekwencji w liczhie wymienianych autordw prac, przedstawiania rocznikdw |
tomoéw czasopism itd.) Te drobne bledy nie zmniejszaja ocrywiscie w zaden sposb
wartodci merytoryczne] pracy, kidrg oceniam bardzo wysoko. .

Reasumujgc stwierdzam, te przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata
dobrze zaplanowana | wykonana przy ulyciu nowoczesnych technik badawczych. Drobne
uwagi recenzenta nie umniejszajg wartosci tej pracy.

Pragne dodac, e we wsrystkich pracach cyklu Doktorantka jest pierwszym autorem, a
cykl prac jest spdjny tematycznie. Rozprawa doktorska zastuguje na wyroinienia pracy ze
wzgledu na jej nowatorski charakter, a takie duig wartosc poznawczy i praktyczng oraz
nowoczesne metody badawcze.

7 wytej wskazanych wrzgleddw stwierdzam, e przestana mi do oceny Rorzprawa
doktorska speinia wszystkie warunki ckredlone w art. 187 Ustawy  dnia 20 lipca 2018r.
Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce [Dz. U. z 2018r. poz. 1668 z pdin. zm.).

Mam zaszczyt | przyiemnosé wystapié do Wysokiej Rady Dyscypling Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie lek. Martyny Tyszki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego z jednoczesnym wnioskiem o wyrdinienie pracy, <o
uzasadnitam powyie).

Anna Cryi

prof. dr hab. n. med.



