STRESZCZENIE

Analiza rekonstytucji immunologicznej u dzieci po allogenicznej transplantacji komorek

hematopoetycznych z uwzglednieniem licznych czynnikéw ja modyfikujacych

WSTEP

Znaczenie odnowy immunologicznej. Allogeniczna transplantacja krwiotworczych
komorek macierzystych (allogeneic hematopoetic stem cell transplantation, allo-HSCT) jest
uznang metoda leczenia wielu chor6b nowotworowych i nienowotworowych. Po zabiegu
nastepuje okres glebokiej limfopenii 1 niedoboru odpornosci bedacy konsekwencja ablacji
uktadu immunologicznego za pomocg kondycjonowania przed przeszczepieniem oraz terapii
immunosupresyjnej po allo-HSCT. Funkcje uktadu immunologicznego sg gteboko uposledzone
przez wiele miesiecy po transplantacji co jest zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem zakazen
oportunistycznych, w tym reaktywacji wirusowych i wystapienia choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi (graft versus host disease, GvHD). Glownymi przyczynami
chorobowosci i umieralno$ci pacjentow po HSCT sg: nawrét choroby podstawowej, GVHD

oraz zakazenia bakteryjne wirusowe i grzybicze [1].

Czynniki modyfikujace odnowe¢ immunologiczna. Czas trwania peilnej odnowy
immunologicznej uktadu krwiotworczego po allo-HSCT rdzni si¢ migdzy pacjentami a na jego
tempo 1 jako$¢ maja wptyw rdzne czynniki zewnetrzne 1 wewnetrzne. Najbardziej znaczgcymi
determinantami wczesnej rekonstytucji uktadu odpornosciowego opisanymi w literaturze sa:
liczba przeszczepionych komoérek macierzystych (CD34+) 1 limfocytow T (CD3+), wiek
pacjenta, status CMV dawcy i biorcy, rodzaj przeszczepienia, protokoét kondycjonowania oraz
rodzaj profilaktyki GVHD [2, 3, 4]. Wtasciwa funkcja limfocytoéw T ma kluczowe znaczenie
w warunkowaniu wyniku HSCT, a sprawna limfopoeza w grasicy (tymopoeza) jest niezwykle
istotna w procesie odtworzenia petnej funkcji uktadu odpornosciowego [5, 6].

Przebieg odnowy immunologicznej. Rekonstytucja immunologiczna rozpoczyna si¢
zwykle od pojawiajacych si¢ w krwiobiegu granulocytow, monocytéw, makrofagow
i limfocytow NK. Nastepnie zaczynaja by¢ produkowane subpopulacje limfocytow T,
a na koncu limfocyty B. Komoérki T moga by¢ generowane dwiema ré6znymi drogami: szlak
niezalezny od grasicy przewaza we wczesnym okresie po transplantacji, podczas gdy aktywna
tymopoeza (szlak zalezny od grasicy) uzyskuje przewage w pOzZniejszym okresie

po przeszczepie i prowadzi do odtworzenia czynnosciowo kompetentnego, w petni dojrzatego




kompartmentu naiwnych limfocytow T o szerokiej specyficzno$ci antygenowej [7, 8].
W §ciezce niezaleznej od grasicy nastepuje transfer dojrzatych, pochodzacych od dawcy
limfocytow T w materiale przeszczepowym, ktore nastgpnie ulegaja ekspansji obwodowe;j
I szybko reagujg na uprzednio napotkane patogeny, chronigc biorce przed infekcjami, jednakze
majg ograniczong roéznorodnos$¢ receptorow komoérek T (TCR) [5, 9]. Do uzyskania trwate;j,
skutecznej i elastycznej odpornosci, ktora moze reagowac na szeroki zakres antygenow,
konieczne jest powstawanie i réznicowanie pochodzacych od dawcy prekursorow limfoidalno-
mieloidalnych (lymphoid-myeloid progenitors, LMP) w grasicy biorcy. W szlaku zaleznym
od grasicy generowane sa komoérki RTE (recent thymic emigrans), kluczowe dla trwalej
rekonstytucji limfocytéw T 1 zapewnienia r6znorodnego repertuaru receptora komorek T,
zdolnego do reagowania na szerokie spektrum antygenow [10, 11, 12]. Analiza efektywnoSci
tymopoezy moze by¢ przydatna do przewidywania wynikéw klinicznych transplantacji [13].
Czynnikami uszkadzajacymi grasice, opOzniajacymi produkcje de novo limfocytow T
po HSCT s3: zaawansowany wiek biorcy, wystepowanie i stopien ostrej oraz przewleklej
GVvHD (aGvHD, c¢GvHD), intensywnos¢ kondycjonowania, zrodto komodrek macierzystych,
zakazenia w okresie okotoprzeszczepowym (zwlaszcza reaktywacja CMV) oraz wcze$niejsze
leczenie choroby podstawowej z wykorzystaniem chemioterapii [14, 15].

Infekcje w okresie poprzeszczepowym i zwigzek z odnowa immunologiczna.
Zakazenia we wczesnym okresie po transplantacji (faza aplastyczna) wynikaja z niedoboru
liczby oraz funkcji zaréwno granulocytow i komorek jednojadrzastych i s3 to glownie
zakazenia bakteryjne lub grzybicze [16]. Pozniej, w okresie od poczatkowego wszczepienia
szpiku do co najmniej trzeciego miesigca, zakazenia wynikaja gtownie z niedoboru odpornosci
komorkowej, ze zmniejszong liczbg 1 funkcjg swoistych oraz nieswoistych komorek
cytotoksycznych [17]. Podczas tej fazy najwickszym zagrozeniem sg infekcje wirusowe,
gtéwnie w formie reaktywacji, z ktorych najczestszy problem stanowi wirus cytomegalii
(CMV) oraz wirus Epstein-Barr (EBV). Wystapienie i nasilenie aGvHD jest glownym
czynnikiem opo6zniajacym rekonstytucj¢ immunologiczng i sprzyjajacym infekcjom na tym
etapie. W trzeciej fazie, poczawszy od czwartego miesigca, na odnowe immunologiczng
wptywa gldwnie obecnos¢ i stopien cGvHD 1 jest ona przede wszystkim zwigzana
Z niedoborem immunoglobulin, a pacjenci sg najbardziej narazeni na zakazenia bakteryjne,
W szczegllnosci bakteriami otoczkowymi. Czgsto$¢ wystepowania infekcji w okresie
poprzeszczepowym jest zalezna zalezy od szybkos$ci rekonstytucji immunologicznej 1 wydaje
si¢ by¢ zwigzana z intensywno$cig immunosupresji 1 zastosowanymi lekami,

najprawdopodobniej przez ich wptyw na liczbg i funkcje komorek T [18]. Wczesne infekcje



wirusowe mogg rowniez mie¢ bezposredni wplyw na opodznienie regeneracji odpornosci
po HSCT [19]. W ostatnich latach osiggni¢to znaczne postepy w monitorowaniu i leczeniu
zakazen po HSCT wsrod ktérych CMV pozostaje gldownym powiktaniem wirusowym [20].
W pracach wchodzacych w skiad pracy doktorskiej zajmowatam si¢ problematyka zakazen
poprzeszczepowych i zwigzku z odnowa limfocytarng oraz czynnikami wptywajacymi
na aktywnos$¢ limfopoetyczng grasicy. Badania zostaly pozytywnie zaopiniowane przez
Komisje Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu — Opinia Komisji
Bioetycznej numer KB-220/2018 z 24.04.2018.

Odnowa immunologiczna, a wustapienie zaburzen autoimmunologicznych.
Prawidtowa odnowa immunologiczna u dzieci po allo-HSCT z towarzyszacymi chorobami
autoimmunologicznymi moze doprowadzi¢ do wyleczenia tych schorzen. Doskonatym
przyktadem sg pacjenci ze schorzeniami wymagajacymi transplantacji, u ktoérych dodatkowo
diagnozuje si¢ celiaki¢. Za patomechanizm celiakii (celiac disease- CD) odpowiada
nieprawidlowa reakcja immunologiczna organizmu osob genetycznie predysponowanych
wywotana przez gluten i zwigzane z nim prolaminy (gliadyne, sekaling, hordeing). Jeden
z elementéw gluteiny (frakcja glutenu rozpuszczalna w wodzie i1 alkoholu) oddziatuje
na enterocyty, zwigkszajac przepuszczalno$ci bariery jelitowej i umozliwiajgc transmisje
makroczasteczek glutenu do uktadu krazenia, gdzie jest fagocytowany przez komorki
prezentujace antygen (antygen- presenting cells, APC) i za posrednictwem receptorow TCR
wywotuje odpowiedz ze strony limfocytéw Th, manifestujaca si¢ wydzielaniem cytokin
prozapalnych aktywujacych limfocyty T cytotoksyczne CD8" (Tc), ktére doprowadzajg
do zniszczenia enterocytow, pociagajac za sobg wigkszos¢ objawow klinicznych choroby
trzewnej. Najwazniejszg role w zapoczatkowaniu kaskady nieprawidlowej odpowiedzi
immunologiczne] pelni upo$ledzona regulacja odpowiedzi ukladu odpornos$ciowego przez
limfocyty pomocnicze T CD4+ (Th). Istota CD zostata gruntownie przebadana, ale podstawowe
zjawiska immunologiczne sa tylko czgsciowo zrozumiale. Jedyna dostepna obecnie metoda
leczenia wymaga statego przestrzegania diety bezglutenowej, chociaz ze wzgledu na wykazang
skuteczno$¢ terapii immunosupresyjnej, obecnie bada si¢ szczepionki indukujace tolerancje
[21]. Pomyslne proby wyleczenia nawrotowej celiakii (refractory celiac disease, RCD) dzieki
zastosowaniu autologicznego HSCT (allo-HSCT) opisano w literaturze [22, 23]. Wykazano tez,
ze allo-HSCT jest opcja leczniczg w rdznych chorobach autoimmunologicznych, ale ryzyko
zwigzane ze Smiertelno$cia zwigzang z procedurg przeszczepienia przewyzsza jego
uzyteczno$¢ w tych wskazaniach. Istnieje kilka doniesien o sporadycznej remisji CD

po allogenicznym HSCT wykonanym w przypadku innych choréb zagrazajacych zyciu [24, 25,



26]. W ramach pracy doktorskiej opisatam przypadek wyleczenia rodzinnej postaci celiakii po

przeszczepieniu szpiku kostnego u dziecka z przewlekta chorobg ziarniniakowa.
OMOWIENIE PRAC

1. Thymic activity in immune recovery after allogeneic hematopoetic stem cell
transplantation in children (Tt Rola grasicy w odnowie immunologicznej po

allotransplantacjach krwiotworczych komoérek macierzystych u dzieci).

Jednym z gtéwnych czynnikow warunkujacych prawidlowa odnowe immunologiczng
po transplantacji jest prawidlowa funkcja grasicy, ktérej zostata poswiecona niniejsza
publikacja. Wydajnos¢ tymopoezy oceniano na podstawie iloSciowego oznaczenia
bezwzglednej liczby komorek RTE zdefiniowanych, jako naiwne komorki T wykazujace
na swojej powierzchni ekspresje antygenéw CD3+/CD4+/CD31+/CD45RA+ za pomoca
cytometrii przeptywowej. Grupe badana stanowito 52 pacjentéw Kliniki Transplantacji Szpiku
Onkologii 1 Hematologii Dziecigcej we Wroctawiu. Analiza wykazala, Ze nizszy wiek biorcy
odwrotnie koreluje z liczbg RTE, potwierdzajac, ze zwigzana z wiekiem inwolucja grasicy
wywiera duzy wptyw na odnowe immunologiczng. Pacjenci poddani transplantacji od dawcow
niespokrewnionych mieli znacznie gorsza funkcje grasicy w poréwnaniu z biorcami
przeszczepow od dawcoéw rodzinnych. Tymopoeza byta tez uposledzona w przypadku
zastosowania ATG (globuliny antytymocytarnej) jako profilaktyki GvHD. Rodzaj
kondycjonowania przed HSCT ma réwniez duzy wptyw na funkcje grasicy jako, ze jest ona
wrazliwym celem dla zaréwno chemio- jak i radioterapii. Ztego samego powodu gorsza
funkcja grasicy byta tez obserwowana u pacjentéw poddanych transplantacji z powodu choroby
nowotworowej w poréwnaniu z nienowotworowa, a wigzalo si¢ to z intensywniejszym
leczeniem dzieci z chorobami nowotworowymi w okresie przed transplantacja. Negatywny
wpltyw na wydajno$¢ tymopoezy poprzez zmniejszenie produkcji RTE miato réwniez
wystapienie 1 bardziej zaawansowany stopien aGvHD Te wstepne ustalenia 1 identyfikacja
czynnikdw ryzyka pogorszenia aktywnosci grasicy moga w przysziosci pomdéc w wyborze

kandydatow do zastosowania eksperymentalnych strategii pobudzajacych regeneracje grasicy.



2. Immune recovery and the risk of CMV/ EBV reactivation in children post
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (Tt. Odnowa immunologiczna i
ryzyko reaktywacji wirusow CMV/EBV u dzieci po allogenicznej transplantacji

komorek krwiotworczych)

W kolejnej pracy wchodzacej w sktad cyklu analizowano wplyw reaktywacji wirusow CMV
oraz EBV na kinetyke i profil odnowy immunologicznej po allo-HSCT, w korelacji z innymi
potencjalnymi czynnikami opdzniajacymi peten powro6t funkcji uktadu odpornosciowego
I promujgcych reaktywacje wirusowe. Prospektywnej analizie poddano 86 pacjentow Kliniki
Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dziecigcej we Wroctawiu. Ocenie poddano
nastepujace subpopulacje limfocytow T (CD3"): limfocyty T pomocnicze (helper T
lymphocytes, Th: CD3*CD4"), limfocyty T cytotoksyczne/ supresorowe (cytotoxic/suppressor
T lymphocytes, Tc: CD3*CD8*), limfocyty B (CD19%) i limfocyty NK (CD3'CD56%). Analiza
wykazata, ze reaktywacja CMV wywiera dlugotrwaty, dynamiczny wpltyw na szybkos¢
odnowy immunologicznej u pacjentow pediatrycznych po HSCT. Uposledzona rekonstytucja
w zakresie limfocytow T, w szczeg6lnosci subpopulacji Tc oraz w mniejszym stopniu Th
sprzyja reaktywacji CMV. Dodatkowo w badaniu potwierdzono, ze reaktywacja CMV sama
W sobie stymuluje proliferacje limfocytow Tc, co moze z kolei skutkowaé zwigkszonym
ryzykiem aGvHD postaci jelitowej. Zaobserwowano, ze bezwzglgdne wartosci limfocytow B
pozostaja niskie u pacjentow z reaktywacja CMV. Wykazano rowniez, ze zastosowanie ATG
i szybka rekonstytucja limfocytow B sprzyja reaktywacji EBV. W grupie badanej nie
udowodniono wptywu reaktywacji wirusa EBV na wystgpowanie GvHD, co pozostaje
W sprzecznosci z danymi literaturowymi i moze by¢ wynikiem zbyt niskiej liczebno$ci grupy.
Nie obserwowano wpltywu reaktywacji wirusowych na rekonstytucj¢ w zakresie komoérek NK.
Uzyskane wyniki podkreslajg znaczenie doktadnego monitorowania reaktywacji wirusowych u
pacjentow pediatrycznych po HSCT i pozostawanie we wzajemnej zalezno$ci reaktywacji
wirusowych, ktore moga uposledza¢ odnowe immunologiczng jak 1 opdznionej odnowy
immunologicznej, ktora moze promowaé reaktywacje wirusow CMV 1 EBV. Niezwykle
istotny w kontek$cie prawidlowej odnowy immunologicznej wydaje si¢ dobor optymalnego

rodzaju kondycjonowani terapii immunosupresyjnej, terapii GVHD i przeciwwirusowe;j.



3. Familial celiac disease remission as a result of a full donor immunological recovery
after sibling cord blood transplantation for chronic granulomatous disease- a case
report (Tt Remisja rodzinnej postaci celiakii jako wynik peilnej odnowy
immunologicznej komérkami dawcy po przeszczepieniu komoérek macierzystych krwi

pepowinowej od zgodnego rodzenstwa z powodu przewleklej choroby ziarniniakowej)

W trzeciej pracy, sktadajacej si¢ na cykl publikacji ocenitam rekonstytucje immunologiczng w
kontekscie przywrocenia tolerancji na gluten i wyleczenia pacjenta z celiakii. Praca zawiera
opis przypadku chtopca z rozpoznang zaréwno przewlekta chorobg ziarniniakowg (chronic
granulomatous disease, CGD), jak i rodzinng chorobg trzewna (celiac disease, CD), ktory
przeszedt transplantacje krwi pgpowinowej od czesciowo zgodnego brata. Prawie rok po allo-
HSCT u pacjenta wprowadzono diet¢ zawierajacg gluten i nie zaobserwowano ponownego
pojawienia si¢ klinicznych, serologicznych czy histologicznych markeréw CD. Odnowa
immunologiczna z udziatem allogenicznych limfocytow i eliminacja autoprzeciwcial, ktore
powodowaty uszkodzenia jelit przed transplantacja ma kluczowe znaczenie dla indukcji
tolerancji glutenu. Opisany pacjent wykazal podobny wzorzec zanikania przeciwciat
indukowanych glutenem i rozwoj trwalej remisji. U chtopca podano alemtuzumab, jako czesci
kondycjonowania przed przeszczepem oraz zastosowano terapi¢ metylprednizolonem
w leczeniu aGvHD, co dodatkowo zahamowato produkcj¢ limfocytoéw do 6 miesigca po HSCT,
opozniajac wszelkie proby wprowadzenia glutenu. Dopiero po zakonczeniu leczenia
immunosupresyjnego podje¢to proby wprowadzenia diety bogatej w gluten. Na podstawie
danych literaturowych mozna oczekiwaé, ze zanik przeciwcial chorobotworczych nastapi
od kilku miesigcy do 1 roku po transplantacji pod warunkiem stabilnego chimeryzmu dawcy w
zakresie produkcji limfocytow B. Optymalnym czasem na wprowadzenie glutenu jest stabilny
stan pacjenta oraz minimalizacja ryzyka aGvHD, a wigc nalezy odczeka¢ co najmniej 3
miesigce po HSCT. Zmianom diety musi towarzyszy¢ S$cisle monitorowanie pacjenta
ze wzgledu na ryzyko nawrotu choroby z uwagi na znane czynniki genetyczne 1 sSrodowiskowe
predysponujace do rozwoju CD. Opisany pacjent cierpiat na dwie niezalezne i dziedziczne
choroby o podtozu immunologicznym z czg¢§ciowo pokrywajacymi si¢ objawami, ktore mogly
prowadzi¢ do btednej diagnozy i nieprawidtowego leczenia CD. Przypadek ten podkresla
potrzebe drobiazgowej diagnostyki roznicowej w pierwotnych niedoborach odpornosci
(primary immunodeficiency diseases, PID), zwlaszcza bioragc pod uwage potencjat zjawisk
dysregulacji immunologicznej. Przedstawione dane potwierdzaja dodatkowo wczes$niejsze

rzadkie obserwacje, ze allogeniczny HSCT prowadzi do trwatej indukcji tolerancji glutenu



u pacjentow z CD, co moze uzasadnia¢ jego kliniczne zastosowanie u pacjentow z opornymi
na leczenie podtypami CD (refractory celiac disease- RCD). Petna odnowa immunologiczna
komoérkami dawcy ma kluczowe znaczenie w powodzeniu zaréwno transplantacji jak

i eliminacji chorobotworczych przeciwciat uszkadzajgcych enterocyty w chorobie trzewne;.



ABSTRACT

Analysis of immune reconstitution in children post allogeneic hematopoietic stem cell

transplantation with subanalysis of numerous factors affecting the recovery.

INTRODUCTION

The importance of immune recovery. Allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (allo-HSCT) is a recognized treatment option for many malignant and non-
malignant diseases. The procedure is followed by a period of profound lymphopenia and
immunodeficiency as a consequence of the ablation of the immune system by pre-transplant
conditioning and immunosuppressive therapy after HSCT. Immune system functions are
severely impaired for many months following transplantation, which is associated with an
increased risk of opportunistic infections, viral reactivation, and graft versus host disease
(GvHD). The main causes of morbidity and mortality in patients after HSCT are: relapse of the
underlying disease, GVHD as well as viral, fungal and bacterial infections [1].

Factors modifying immune reconstitution. The duration of complete immune
recovery of the hematopoietic system after allo-HSCT varies between patients, and its speed
and quality are affected by many external and internal factors. The most significant
determinants of early reconstitution of the immune system described in the literature are: the
number of transplanted stem cells (CD34 +) and T lymphocytes (CD3 +), patient age, CMV
status of the donor and the recipient, type of transplantation, conditioning protocol and type of
GVHD prophylaxis [2, 3, 4]. The proper function of T lymphocytes is crucial for the HSCT
outcome, and efficient thymopoiesis is extremely important for de novo production of T cells

and thus restoration of the fully functional immune system [5, 6].

The course of immune recovery. Immune reconstitution usually begins with
granulocytes, monocytes, macrophages and NK lymphocytes appearing in the bloodstream.
Subsequently, T cell subpopulations begin to be produced and finally B cells. T cells can be
generated in two different pathways: the thymus-independent pathway prevails in the early
post-transplant period, while active thymopoiesis (thymus-dependent pathway) prevails later
after transplantation and results in the reconstitution of a functionally competent and fully
mature compartment of naive T cells with broad antigen specificity [7, 8]. In the thymus-
independent pathway mature, donor T cells are transferred in the transplant material and

afterwards undergo peripheral expansion. They react quickly to previously encountered




pathogens and temporarily protect the graft recipient against infections, however, they have a
limited diversity of the T cell receptor (TCR) [5, 9]. De novo generation and differentiation of
donor lymphoid-myeloid precursors (lymphoid-myeloid progenitors, LMP) in the recipient's
thymus are required to achieve long-lasting, effective and flexible immunity. In the thymus-
dependent pathway, RTE (recent thymic emigrants) cells are generated and are crucial for
permanent T cell reconstitution and for providing a diverse T cell receptor repertoire (TCR)
capable of responding to a broad spectrum of antigens [10, 11, 12]. The analysis of the
effectiveness of thymopoiesis can be useful in predicting the clinical outcomes of HSCT [13].
Thymus-damaging factors that delay de novo production of T-lymphocytes after HSCT are:
advanced age of the recipient, occurrence and degree of both acute and chronic GvHD (aGvHD,
cGvHD), intensity of pre-transplant conditioning, stem cells source, infections in the peri-
transplant period (especially CMV reactivation) and pre-transplant treatment of the underlying
disease [14, 15].

Post-transplant infections and its relation to immune recovery. Infections in the
early post-transplantation period (aplastic phase) result from a deficiency in the number and
function of both granulocytes and mononuclear cells and are mainly of bacterial or fungal origin
[16]. Later, in the period from initial bone marrow engraftment to at least the third month after
HSCT, infections result mainly from cellular immunodeficiency, with reduced number and
function of specific and non-specific cytotoxic cells [17]. During this phase, the biggest threat
are viral infections, mainly in the form of reactivations, the most common of which is
cytomegalovirus (CMV) and Ebstein Barr (EBV). The occurrence and severity of aGvHD is a
major factor delaying immune reconstitution and promoting infections in this stage. In the third
phase, starting from the fourth month, immune renewal is mainly influenced by the presence
and the degree of chronic GvHD and is primarily associated with immunoglobulin deficiency.
Therefore patients are mostly at risk of bacterial infections, in particular caused by encapsulated
bacteria. The incidence of post-transplant infections depends on the speed of immune
reconstitution and appears to be related to the intensity of immunosuppression and implemented
drugs, most likely by their effect on T cells number and function [18]. However, early viral
infections can also have a direct effect on delaying the regeneration of immunity after HSCT
[19]. In recent years, significant progress has been made in monitoring and treating peri-
transplant infections among which CMV remains a major viral complication [20]. In my
doctoral dissertation, | analyzed post-transplant infections and their relationship with immune

recovery as well as factors affecting thymus lymphopoietic activity. The research was positively



evaluated by the Bioethical Committee at the Wroctaw Medical University -Opinion of the
Bioethical Committee number KB-220/2018 from 24/04/2018.

Immune recovery and correction of autoimmune disorders. Proper immune
reconstitution in children with associated autoimmune diseases, who underwent allo-HSCT
may be helpful in curing these diseases. An excellent example remains patients with conditions
requiring transplantation who are additionally diagnosed with celiac disease (CD) and are cured
after the transplant procedure. The patomechanism of CD is the abnormal immune response of
genetically predisposed individuals to gluten and associated prolamines (gliadin, sekalin,
hordein). The most important role in initiating the cascade of abnormal immune response is
played by impaired regulation of the immune system response by helper T cells CD4 + (Th).
One of the elements of glutein (water- and alcohol-soluble fraction of gluten) affects
enterocytes, increasing the permeability of the intestinal barrier and enabling the transmission
of gluten macromolecules to the circulatory system. There, it is phagocytized by antigen-
presenting cells (APCs) and mediated by TCR receptors, manifested by the secretion of pro-
inflammatory cytokines that activate CD8 + cytotoxic T cells (Tc), which lead to the destruction
of enterocytes, entailing most clinical symptoms of celiac disease. The pathogenesis of the CD
has been thoroughly studied, but the basics of immunological phenomena is only partially
understood. The only currently available treatment requires a lifelong gluten-free diet, although
due to the proven efficacy of immunosuppressive therapy, tolerance-inducing vaccines are
currently being studied [21]. Successful attempts to cure refractory celiac disease (RCD) by
using autologous HSCT have been reported in the literature [22, 23]. Allo-HSCT has also been
shown to be a therapeutic option in various autoimmune diseases, but the risk of mortality
associated with the transplant procedure outweighs its utility in these indications. There are
only few reports of CD remission after allogeneic HSCT in other life-threatening diseases [24,
25, 26]. As part of my doctoral thesis, | described a boy with chronic granulomatous disease

cured from celiac disease after a bone marrow transplantation.



WORK OVERVIEW:

1. Thymic activity in immune recovery after allogeneic hematopoetic stem cell

transplantation in children

One of the main factors determining proper immune reconstitution after transplantation is the
function of the thymus which was researched in the publication. The efficiency of thymopoiesis
was assessed by flow cytometry quantifying the absolute count of RTE cells defined as naive
T cells expressing on their surface the following antigens: CD3+/CD4+/CD31+/CD45RA+.
The study group consisted of 52 patients from the Department of Pediatric Bone Marrow
Transplantation, Oncology and Hematology in Wroctaw. The analysis showed that the lower
age of the recipient correlates inversely with the number of RTEs, confirming that age-related
involution of the thymus has a great impact on immune renewal. Patients transplanted from
matched unrelated donors had significantly worse thymus function compared to transplant
recipients from matched family donors. Thymopoiesis was also impaired when ATG was
implemented as GVHD prophylaxis. The type of pre-transplant conditioning has a great impact
on the function of the thymus gland as it is a sensitive target for both chemo- and radiation
therapy. For the same reason, worse thymus function was observed in patients undergoing
transplantation due to malignant disease compared to non-malignant, and this was associated
with more intensive treatment in the pre-transplant period. The occurrence and more advanced
stage of aGvHD also had a negative effect on thymopoiesis efficiency by reducing the RTE
production. These preliminary findings and the identification of risk factors for worsening
thymus activity may in the future help in selecting candidates for experimental thymus

rejuvenation strategies.

2. Immune recovery and the risk of CMV / EBV reactivation in children post

allogeneic hematopoietic stem cell transplantation

In the next paper included in the publication series, the impact of CMV/ EBV reactivation on
the kinetics and profile of immune recovery after HSCT in correlation with other potential
factors delaying the full reconstitution of the immune system and promoting viral reactivations
was analyzed. The study group consisted of 86 patients treated at the Department of Pediatric
Bone Marrow Transplantation, Oncology and Hematology, in Wroctaw and their results were
analyzed prospectively. The following subpopulations of T lymphocytes (CD3+) were
evaluated: T helper lymphocytes (Th: CD3+/CD4+), cytotoxic / suppressor T lymphocytes (Tc:
CD3+/ CD8+), B lymphocytes (CD19+) and NK lymphocytes (CD3-/CD56+). Our study has



proven that CMV reactivation has a long-lasting, dynamic effect on the rate of immune recovery
in pediatric patients after HSCT. Impaired T-cell reconstitution, in particular Tc subpopulations
and, to a lesser extent, Th, promotes CMV reactivation. In addition, the study confirmed that
CMV reactivation itself stimulates Tc lymphocyte proliferation, which may result in an
increased risk of intestinal aGvHD. It was observed that absolute values of B cells remain low
in patients with CMV reactivation. The use of ATG (anti-thymocyte globulin) and rapid
reconstitution of B cells populations promoted EBV reactivation. In the study the impact of
EBV reactivation on GVHD has not been proven, which is in contradiction to the literature data
and may be the result of too small study group. No effect of viral reactivation on NK cell
reconstitution was observed. The results underline the importance of accurate monitoring of
viral reactivations in pediatric patients after allo-HSCT and suggest that viral reactivations that
can impair immune renewal as well as delayed immune renewal can promote CMV and EBV
reactivation. The selection of the optimal conditioning regimen, immunosuppressive therapy,
possible GVHD treatment and antiviral therapy seems to be extremely important in the context

of proper immune regeneration.

3. Familial celiac disease remission as a result of a full donor immunological recovery
after sibling cord blood transplantation for chronic granulomatous disease- a case

report

In the third paper included in the publications series immune reconstitution in the context of
restoring gluten tolerance and curing the patient from celiac disease was analyzed. | presented
a case report of a boy diagnosed with both chronic granulomatous disease (CGD) and familial
celiac disease (CD) who underwent umbilical cord blood transplantation from a partially
matched brother. Almost a year after HSCT, the patient started gluten-containing diet and no
reappearance of clinical, serological or histological markers of CD was observed. Immune
reconstitution with allogeneic lymphocytes and the elimination of antibodies that caused
intestinal damage before transplantation is crucial for the induction of gluten tolerance. Our
patient showed similar dynamics in clearance of gluten-induced antibodies and the development
of permanent remission. However, the boy was given alemtuzumab as part of pre-transplant
conditioning as well as steroid therapy for the treatment of aGvHD, which additionally inhibited
lymphocyte production up to 6 months after HSCT, delaying any attempts to introduce gluten.
Only after the end of immunosuppressive therapy attempts to introduce a gluten-containing diet
were made. Based on the literature data, pathogenic antibodies can be expected to disappear
from a few months to 1 year after transplantation providing stable donor chimerism in B-



lymphocyte compartment. The best moment for gluten introduction could be decided when the
patient is in stable condition and the risk of aGvHD is minimized, i.e. no sooner than 3 months
after HSCT. The change in the diet and the subsequent observation period must be accompanied
by close monitoring of the patient due to the risk of CD recurrence for known genetic and
environmental predisposing factors. The described patient suffered from two independent and
hereditary immune-mediated diseases with partially overlapping symptoms that could lead to
misdiagnosis and incorrect CD treatment. This case highlighted the need for meticulous
differential diagnosis in primary immunodeficiency diseases (PIDs), especially considering the
potential for immune dysregulation phenomena. The presented data additionally confirm earlier
rare observations that allogeneic HSCT leads to permanent induction of gluten tolerance in
patients with CD, which may justify its clinical use in patients with refractory celiac disease
(RCD). Full immunological recovery with donor cells is crucial for the success of both
transplantation and elimination of pathogenic antibodies damaging enterocytes in celiac

disease.



