STRESZCZENIE
WSTEP:

Transplantacja komorek hematopoetycznych jest uznang na calym $wiecie metoda leczenia wielu
chorob, zar6wno nowotworowych jak i nienowotworowych. Dzigki postepowi jaki przez lata
dokonat si¢ w kwestii doboru dawcow, protokotéw kondycjonowania, profilaktyki przeciw
infekcjom oraz intensywnej terapii, wskazniki przezycia po HSCT stale rosng. Jednakze
transplantacja nadal pozostaje procedura wyjatkowo wysokiego ryzyka. Doktadne poznanie i
zrozumienie komplikacji, ktére moga pojawic si¢ po transplantacji, a takze aktualnych wytycznych
diagnostycznych i terapeutycznych wydaje sie by¢ szczegdlnie istotnym czynnikiem mogacym
wplyna¢ na ostateczne wyniki leczenia pacjentow poddawanych HSCT.

Najczescie] pojawiajacymi si¢ powiklaniami we wezesnym okresie po transplantacji sg cigzkie 1
oportunistyczne infekcje (bakteryjne, grzybicze, wirusowe), pierwotne odrzucenie przeszczepu lub
jego niewydolnos¢, ciezkie toksycznosci narzagdowe, oraz powiktania zwigzane z uszkodzeniem
srdédbtonka naczyn, ktore obejmuja ostra chorobe przeszczep przeciwko gospodarzowi (aGvHD),
wenookluzyjna chorobe watroby (VOD) oraz mikroangiopati¢ zakrzepowa (TMA).

W mojej rozprawie doktorskiej szczegolny nacisk ktade na komplikacje $cisle zwigzane z
transplantacja- aGvHD oraz VOD. Ponadto, poprzez szerokg analize pacjentow wymagajacych
intensywnej terapii po HSCT, moja rozprawa doktorska obejmuje szczegdlowy przeglad licznych,
gtownie tych najciezszych powiktan po transplantacji.

aGvHD od lat pozostaje gtlowng przeszkodg przeciwko szerszemu zastosowaniu procedury
HSCT. Stanowi obecnie jedng z najczg¢stszych przyczyn zarowno wczesnej jak 1 pdznej $miertelnosci
zwiazanej z transplantacja ( transplant-related mortality, TRM).! Narzadowa manifestacja aGvHD
obejmuje skore, blone §luzowa przewodu pokarmowego oraz watrobe.>® Diagnoza aGvHD stawiana
jest gldwnie na podstawie objawow klinicznych, aczkolwiek o ile to mozliwe powinna zostac¢
potwierdzona badaniem histopatologicznym. Ogoélne oraz narzagdowe zaawansowanie choroby
powinno by¢ oceniane w oparciu o pediatryczne kryteria opublikowane przez Jacobson et al.

Istnieje kilka uznanych strategii profilaktycznych wobec aGvHD, jednakze kazda z nich niesie za
soba dodatkowe konsekwencje, najczesciej w postaci zwickszonego ryzyka wznowy oraz wickszej
podatnosci na cigzkie infekcje. Pomimo profilaktyki, aGvHD rozwija si¢ u okoto 50-80% dzieci po
przeszczepie.* ¢ W leczeniu pierwszego rzutu stosowane s gtéwnie sterydy w duzych dawkach,
jednak nawet w 50% przypadkow aGvHD pozostaje sterydooporne. Od wielu lat trwaja intensywne
badania nad ustaleniem skutecznego postepowania wobec sterydoopornego aGvHD, pomimo tego na
dzien dzisiejszy zadna ze strategii terapeutycznych nie zostata jednoznacznie uznana za efektywna.’®

Liczne czynniki ryzyka aGvHD zostaly wielokrotnie opisane u dorostych pacjentéw poddawanych
transplantacji. Najcze$ciej wymieniane z nich to kondycjonowanie mieloablacyjne, niezgodno$¢ w
uktadzie HLA, wiek biorcy oraz niezgodno$¢ plci migdzy dawca a biorcg (zwlaszcza zenski dawca
dla meskiego biorcy).*? Nalezy jednak podresli¢ istotne roznice miedzy populacja dorostych a
populacja pediatryczng, gtownie pod wzgledem wskazan do transplantacji, wczesniejszego leczenia,
chorob wspotistniejacych oraz postepowania okototransplantacyjnego. Stad tez, wobec braku
skutecznego leczenia drugiego rzutu oraz ograniczonej ilosci danych na temat czynnikow ryzyka
aGvHD u dzieci, doktadna ocena oraz analiza czynnikéw ryzyka aGvHD w populacji pediatrycznej
wydaje si¢ by¢ niezbgdna.



VOD jest trudng do przewidzenia oraz potencjalnie Smiertelna chorobg pierwotnie
zwigzang z HSCT. Moze wystapi¢ zaréwno po transplantacji allogenicznej jak i autologicznej.'* W
bardzo rzadkich przypadkach, VOD moze réwniez rozwing¢ si¢ niezaleznie od tranplantacji, w
wyniku intensywnej chemioterapii, radioterapii lub leczenia przeciwciatami monoklonalnymi o
dzialaniu immunotoksycznym.!""!? Patofizjologia VOD obejmuje pierwotne toksyczne uszkodzenie
sroédbtonka zatok watrobowych co pozwala na okotonaczyniowe odktadanie si¢ krwinek, nasilajace
dalsze rozwarstwianie srodbtonka. W kolejnym etapie prowadzi to do zwezenia $wiatta naczyn,
aktywacji procesow zakrzepowych, niedroznosci zatok watrobowych oraz rozwoju nadci$nienia
wrotnego. W wyniku tego procesu dochodzi do rozwoju zespotu objawow klinicznych sktadajacych
si¢ na VOD 1 obejmujacych hepatomegali¢, wodobrzusze, wzrost wagi oraz hiperbilirubinemie;
objawy standardowo pojawiaja sie w przeciagu pierwszych 20 dni po transplantacji.!* !>

Czestosc wystepowania VOD w populacji dorostych okreslana jest na 13.7%, natomiast u dzieci
moze by¢ trzykrotnie wigksza osiggajac nawet 60% w populacjach wysokiego ryzyka (np. U
niemowlat, gldéwnie ze wzgledu na niedojrzatosc watroby). Ponadto u dzieci znacznie czesciej
obserwowany jest pozniejszy poczatek objawow VOD (powyzej 20 dni po HSCT) jak i brak

znacznego wzrostu bilirubiny w przebiegu choroby.'®!

Wobec braku specyficznych dla VOD biomarkerow, diagnoza stawiana jest przede wszystkim na
podstawie objawdw klinicznych 1 podstawowych badan laboratoryjnych. Przez ostatnie 25 lat, dwa
zestawy kryteriow byly wykorzystywane w diagnostyce VOD u dzieci- kryteria z Baltimore oraz
zmodyfikowane kryteria z Seattle (Tabele 1 i 2).!*!> Oby dwa zestawy kryteriow byty wyjatkowo
rygorystycze, gtownie pod wzgledem czasu pojawienia si¢ objawow VOD jak i poziomu bilirubiny.
Przede wszystkim jednak, powyzsze kryteria zostaly pierwotnie dedykowane pacjentom dorostym
totez nie uwzglednialy kluczowych réznic w przebiegu VOD migdzy populacja dorostych a
pacjentami pediatrycznymi. Ta istotna luka zostata wypetniona przez nowe pediatryczne kryteria
VOD zaporponowane przez EBMT (European Society for Bone and Marrow Transplantation).?
Gtowne modyfikacje zawarte w kryteriach EBMT obejmujg brak ograniczen czasowych w
rozpoznaniu VOD, nacisk na dynamik¢ zmian w poziomie bilirubiny bez koniecznosci osiggnigcia
konkretnego poziomu oraz wlaczenie opornej matoptytkowosci ze zuzycia (RT- refractory
thrombocytopenia) jako kryterium diagnostycznego. Powyzsze kryteria, jakkolwiek obiecujace,
zostaly stworzone wytacznie na podstawie wiedzy 1 do§wiadczenia grupy ekspertow w dziedzinie
VOD. Ich czutos¢ zostata pozniej kilkukrotnie potwierdzona w badaniach retrospektywnych,
jednakze doktadna, prospektywna ocena ich przydatnosci w praktyce klinicznej wydaje si¢ by¢
niezbedna.?!

Pacjenci w momencie przystepowania do procedury HSCT, maja za sobg zazwyczaj
dlugie i1 intensywne leczenie. Po transplantacji, zmagajg si¢ z licznymi toksyczno$ciami
narzagdowymi wynikajacymi z wczesniejszego leczenia oraz kondycjonowania przed transplantacja.
Ze wzgledu na intensywne leczenie immunosupresyjne, sg szczegolnie podatni na cigzkie i
oportunistyczne infekcje. Z tego wzgledu, znaczna liczba dzieci po HSCT wymaga hospitalizacji w
Oddziale Intensywnej Terapii Dzieciecej (OITD).?*** Wobec dostepnych w literaturze doniesien o
bardzo wysokiej, si¢gajacej nawet 100%, $miertelnosci pacjentow po HSCT wymagajacych
hospitalizacji w OIT, wskazania do intensywnej terapii dzieci po transplantacji przez lata
pozostawaty kontrowersyjne. > Jednakze, dzieki postepowi jaki dokonat sie w ostatnich latach,
zarOwno w dziedzinie transplantologii jak 1 intensywnej terapii, obserwuje si¢ znacznie lepsze
wyniki leczenia oraz poprawe rokowania dla pacjentow wymagajacych intensywnej terapii po
przeszczepie. Nalezy pamigta¢ jednak, ze dzieci po HSCT, hospitalizowane w OITD moga wymagac
odrebnych, specyficznych protokotdow postepowania. Istnieje wiele czynnikow, zwlaszcza w zakresie



odnowy hematologicznej oraz funkcji szpiku, ktore moga znaczaco wptynac na ich odpowiedz na
leczenie.?®

Gtownymi wskazaniami do leczenia w OITD po HSCT sg migdzy innymi niewydolno$¢ oddechowa
oraz wstrzas septyczny, nierzadko ze sobg wspotistniejgce. Wobec koniecznosci leczenia
immunosupresyjnego, ci¢zkie uktadowe infekcje pozostaja istotym powiklaniem po przeszczepie, w
wielu przypadkach wymagajace intensywnego, wielokierunkowego leczenia. W literaturze dostepne
sa liczne badania analizujace wptyw rozmaitych czynnikdw na przezycie pacjentdw po transplantacji
wymagajacych hospitalizacji w OITD. Konieczno$¢ wentylacji mechanicznej i terapii
nerkozastepczej, choroba nowotworowa, wspoistnienie aGvHD oraz intensywnosc kondycjonowania
wydaja sie by¢ gtdéwnymi czynnikami zmniejszajacymi szanse na przezycie w OITD.?”?* Jednakze
nalezy zwrdci¢ uwage na brak doniesien analizujacych wptyw odnowy hematologicznej lub
wydolnosci szpiku na $miertelnos¢ dzieci po transplantacji wymagajacych intensywnej terapii.
Wobec najnowszych, wieloosrodkowych badan, dowodzacych iz brak jest réznicy w
dhlugoterminowym przezyciu migdzy pacjentami, ktorzy zostali wypisani z OITD a tymi ktorzy nie
wymagali intensywnej terapii, konieczne jest doktadne okreslenie czynnikow wptywajacych na
przezycie w OITD dzieci po HSCT.



OMOWIENIE PRAC

Premature cyclosporine cessation and TBI-containing conditioning regimen increase the risk of
acute GvHD in children undergoing unrelated donor hematopoietic stem cell transplantation.

W pierwszej publikacji, ktéra wchodzi w sktad mojej rozprawy doktorskiej, szczegdtowej analizie
zostala poddana jedna z naczestszych i1 najcig¢zszych komplikacji po HSCT jaka jest aGvHD.
Glownym celem badania byto doktadne okreslenie czynnikow ryzyka wystapienia aGvHD u dzieci
po transplantacji komérek hematopoetycznych od dawcy niespokrewnionego. Badaniem objeto 237
pacjentow; kazdy z nich otrzymat standardowg profilaktyke przeciwko aGvHD sktadajaca si¢ z
cyklosporyny (CsA) oraz metotreksatu. Liczne czynniki epidemiologiczne i kliniczne, zwlaszcza
protokoty kondycjonowania, zawarto$¢ materialu przeszczepowego, czas trwania i spojnos¢
profilaktyki wobec aGvHD byty analizowane jako potencjalnie wptywajace na ryzyko pojawienia si¢
aGvHD po HSCT.

Czestos¢ wystgpowania aGvHD (II-IV) w badanej populacji wynosita prawie 60%. Podkresla to
powszechnos$¢ i skale problemu jakim we wczesnym okresie po transplantacji jest aGvHD.
Przeprowadzona wieloczynnikowa analiza statystyczna ujawnila trzy czynniki niezaleznie
wplywajace na ryzyko rozwoju aGvHD po HSCT.

Pacjenci poddani mieloablacyjnemu kondycjonowaniu opartemu na naswietlaniu catego ciata (TBI-
total body irradiation) znacznie czg$ciej prezentowali objawy aGvHD we wczesnym okresie po
HSCT. Istotnym wynikiem byt rowniez brak wzrostu ryzyka wystapienia aGvHD u pacjentéw
otrzymujacych kondycjonowanie mieloablacyjne oparte na Busulfanie (podobne ryzyko jak w
przypadku protokotow o zmniejszonej intensywnosci). Powyzsze wyniki sugeruja, ze w
przeciwienstwie do TBI, protokoly mieloablacyjne oparte na wysokodawkowej chemioterapii nie
wplywajg istotnie na ryzyko rozwoju aGvHD po HSCT.

Przedwczesne odstawienie CsA znaczaco zwigkszatlo prawdopodobienstwo wystapienia aGvHD. W
grupie badanej, prawie 20% pacjentow zaprezentowato cigzkie objawy niepozadane zwigzane z
podaza CsA i wymagato natychmiastowego odstawienia leku. Optymalna strategia profilaktyczna
wobec aGvHD, mimo dostepnosci wielu potencjalnie skutecznych preparatow, nadal nie zostata
jednoznacznie ustalona. Jednakze wyniki powyzszego badania sugerujg iz, rola inhibitorow
kalcyneuryny w profilaktyce aGvHD moze by¢ niezastgpiona. Pacjenci poddani transplantacji przed
rokiem 2009 znacznie czgéciej prezentowali objawy aGvHD niz ci poddani transplantacji w
pozniejszych latach. Ponadto, wczesniejsze HSCT wigzaty si¢ ze znacznie mniejszg przezywalnoscig
pacjentow 1 wyzszym TRM. Jest to bezposrednie odzwierciedlenie postepow zardéwno w protokotach
transplantacyjnych jak 1 dobrze dawcow, jakie dokonaty si¢ w czasie, ktory byl objety badaniem.

Pozostale analizowane czynniki takie jak wiek dawcy 1 biorcy, niezgodnos$¢ ptci migdzy dawca i
biorca, ilo$¢ przetoczonych komorek CD34+, zrodto materiatu przeszczepowego oraz wskazania do
transplantacji okazaty si¢ nie mie¢ wptywu na wystepowanie aGvHD po HSCT.

Dobér optymalnego protokotu kondycjonowania oraz wtasciwa strategia profilaktyczna wobec
aGvHD, zaktadajaca ciagla podaz CsA wydajg si¢ mie¢ kluczowy wptyw zaréwno na ryzyko
wystgpienia aGvHD jak 1 ostateczne wyniki leczenia pacjentow po HSCT. Powyzsze wyniki
sugerujg i1z decyzja o odstawieniu CsA powinna by¢ podejmowana ze szczegdlng rozwagg.



Factors affecting survival in children requiring intensive care after hematopoietic stem cell
transplantation. A retrospective single-center studpy.

Kolejna publikacja bedaca czeécig mojej rozprawy doktorskiej obejmuje wielokierunkowsq analize
pacjentow wymagajacych leczenia w OITD w przeciggu pierwszego roku po transplantacji komorek
hematopoetycznych. Szegélowym celem badania byto okreslenie potencjalnych czynnikow
mogacych wplywac na przezywalno$¢ pacjentow hospitalizowanych w OITD. Szereg zmiennych,
obejmujacy wskazania do leczenia w OITD, protokoty kondycjonowania, intensywno$¢é
wymaganego leczenia, konieczno$¢ wentylacji mechanicznej oraz jako$¢ odnowy hematologicznej
analizowano pod katem potencjalnego wplywu na $miertelno$¢ pacjentow po HSCT. Badaniem
objeto wszystkie dzieci poddane transplantacji allogenicznej w latach 2005-2017 (n=668).

Sposrod pacjentéw wiaczonych do badania, prawie 9% (n=58) wymagalo leczenia w OITD. Jest to
niski odsetek w poréwnaniu do pozostatych badan dostepnych w literaturze.>**! Spomiedzy
pacjentow hospitalizowanych w OITD, 58.5% zmarto. Wsrod tych, ktorzy zostali wypisani z OITD,
91.7% przezyto kolejne 30 dni, a 66.7% kolejne 6 miesiecy po wypisie. Otrzymane
satysfakcjonujace wyniki dotyczace przezycia po wypisie z OITD, sg zgodne z najnowszymi
wieloosrodkowymi badaniami dowodzacymi iz weze$niejszy podbyt na OITD nie wptywa znaczaco
na dhugoterminowe przezycie pacjentow po HSCT.

Farmakologiczne wspomaganie uktadu krazenia jest jedng z gldéwnych form leczenia stosowanych w
OITD. Ztozona terapia sercowo-naczyniowa, zawierajgca co najmniej 3 leki o dziataniu intropowym
lub wazokonstrykcyjnym byta stosowana u 30% pacjentow wymagajacych leczenia w OITD w
grupie badanej. Sposrdod nich tylko dwoje zostato wypisanych z OITD. W przeprowadzone;]
wieloczynnikowej analizie, konieczno$¢ wdrozenia kompleksowego wspomagania uktadu krazenia
byla niezaleznym czynnikiem ryzyka $mierci pacjentow po HSCT wymagajacych intensywne;j
terapii. Drugim i ostatnim niezaleznym czynnikiem ryzyka $mierci w OITD byt poziom
granulocytow (-(absolute neutrophile count - ANC) w ostatnim dniu leczenia. W literaturze dostepne
s jedynie sporadyczne doniesienia na temat zaleznosci miedzy odnowa hematologiczng i funkcja
szpiku a przezyciem w OITD. W omawianym badaniu znacznie nizsze poziomy ANC obserwowane
byty u pacjentow ktdrzy zmarli w OITD w poréwnaniu do pacjentow wypisanych z oddziatu. W
przeciwienstwie do ANC w ostatnim dniu leczenia, poziom granulocytow oraz ci¢zka neutropenia w
dniu przyjecia do OITD nie mialy znaczacego wptywu na §miertelnos¢ pacjentow. Powyzsze wyniki
podkreslaja koniecznosc indywidualnego podejscia terapeutycznego do dzieci wymagajacych
intensywne;j terpii po HSCT, poniewaz osiagnigcie przez nich odnowy hematologicznej i
odpowiedniego poziomu ANC moze znaczne zmieni¢ ich odpowiedz na leczenie oraz dalsze
rokowania.

Najbardziej typowym 1 najczesciej opisywanym w literaturze czynnikiem pogarszajacym przezycie
w OITD pacjentéw po HSCT jest konieczno$¢ stosowania wentylacji mechanicznej, co nie zostato to
potwierdzone w omawianym badaniu.>**® W publikacji zaprezentowano za to grupe 5 pacjentow
skutecznie leczonych za pomocg wentylacji nieinwazyjnej (NIV), ktérzy nie wymagali nastgpowe;j
intubacji 1 zostali wypisani z OITD. Jakkolwiek ograniczone niewielka liczbg przypadkow, wyniki te
sugeruja, iz odpowiednio wczesnie zastosowany NIV moze by¢ skuteczng metoda wsparcia uktadu
oddechowego w tej grupie pacjentow.

Wobec porownywalnie istotnego wplywu zaréwno funkcji szpiku jak i1 intensywnosci leczenia na
$miertelnos¢ w OITD, rezultaty powyzszego badania podkres$lajg istote holistycznego podejscia do
pacjentow pediatrycznych wymagajacych intensywnej terapii po HSCT.



Veno-occlusive disease in children and adolescents after hematopoietic stem cell transplantation:
Did the Modified Seattle Criteria fit the characteristics of pediatric population?

Trzecia z publikacji wchodzacych w sktad cyklu stanowi szczegétowy raport na temat VOD, jednej z
najciezszych komplikacji mogacych pojawi¢ si¢ we wczesnym okresie po transplantacji. Ponadto,
oprécz doglebnej analizy pacjentow cierpigcych na VOD, w badaniu zakwestionowano rowniez
obowigzujace 6wczesnie kryteria diagnostyczne VOD. Czy rzeczywiscie zmodyfikowane kryteria z
Seattle byly odpowiednim narz¢dziem do diagnostyki VOD u dzieci?

Retrospektywne badanie objeto 951 procedur HSCT wykonanych u 850 pacjentow pediatrycznych
na przestrzeni lat 2001-2015. Sposrod wszystkich pacjentow, u 48 zdiagnozowano VOD za pomocg
zmodyfikowanych kryteriow diagnostycznych z Seattle. W poréwnaniu do innych dostepnych w
literaturze doniesien na temat VOD, rozpoznawalno$¢ tego powiktania na poziomie 5.05% okazata
si¢ by¢ wyjatkowo niska. Ponadto, jedna trzecia pacjentow z VOD nie spetnita obowigzkowego
kryterium czasu (rozpoznanie ponizej 20 dnia po HSCT), stad tez zostali sklasyfikowani jako ,,VOD
o poznym poczatku” (late-onset VOD). Pozniejszy rozwdj objawdéw VOD jest istotnie czgsciej
obserwowany u dzieci w poréwnaniu z dorostymi pacjentami po transplantacji.'® Stad tez, biorac pod
uwage znaczng liczbe przypadkow zdiagnozowanych ponad 20 po HSCT, wyniki powyzszej analizy
sugeruja, iz kryterium czasu wydaje si¢ by¢ bezuzyteczne lub wregcz niekorzystne w rozpoznawaniu
VOD w populacji pediatrycznej.

Kolejnym kontrowersyjnym kryterium diagnostycznym jest hiperbilirubinemia. Mimo iz nie jest to
kryterium obligatoryjne, hiperbilirubinemia pozostaje istotnym elementem zmodyfikowanych
kryteriow z Seattle. Podobnie jak relatywnie pdzniejszy poczatek choroby, przebieg VOD bez
istotnego wzrostu bilirubiny jest znacznie cze$ciej obserwowany u dzieci niz u dorostych.'®!” Ponad
30% pacjentow w badanej grupie nie osiaggneto poziomu bilirubiny sugerowanego w
zmodyfikowanych kryteriach z Seattle (>2mg%). Wzrost poziomu bilirubiny jest oczywiscie
typowym objawem VOD, jednakze brak hiperbilirubinemii nie powinien op6znia¢ wtasciwe;j
diagnozy oraz wlaczenia odpowiedniego leczenia.

Wigkszos¢ pacjentdéw z VOD w badanej populacji prezentowata nawracajacg trombocytopeni¢ ze
zuzycia (refractory thrombocytopenia-RT), niereagujaca na powtarzane trasfuzje koncentratu
krwinek ptytkowych. RT najczesciej byta obserwowana krétko przed ostatecznym postawieniem
diagnozy VOD. Mimo, iz omawiana byla jako potencjalny objaw juz w pierwszych doniesieniach
dotyczacych VOD, nigdy nie zostata uznana za kryterium diagnostyczne. Wyniki powyzszego
badania dowodza, ze RT moze by¢ bardzo wczesnym sygnatem sugerujacym mozliwo$¢ rozwoju
VOD.

Podsumowujac, zmodyfikowane kryteria z Seattle nie wydaja si¢ by¢ wlasciwym narzedziem
diagnostycznym VOD w populacji pediatrycznej, gtéwnie ze wzglgdu na pominigcie istotnych roéznic
w przebiegu VOD migdzy dzie¢mi a pacjentami dorostymi. Zwlaszcza ograniczenie rozpoznania do
20 po przeszczepie oraz restrykcyjne podejscie do poziomu bilirubiny wydaja sie by¢ szkodliwe,
powodujac niepotrzebne opdznienie diagnozy oraz ryzyko pomini¢cia chorych o tagodnym lub
umiarkowanym przebiegu choroby.



Introduction of new pediatric EBMT criteria for VOD diagnosis: is it time-saving or money-
wasting? : Prospective evaluation of pediatric EBMT criteria for VOD.

Kolejne badanie bedace czgsciag mojej rozprawy doktorskiej, wynika bezposrednio z poprzedniej
publikacji oceniajgcej uzytecznos¢ zmodyfikowanych kryteridéw z Seattle w populacji pediatryczne;.
Konieczno$¢ pilnej oceny nowych pediatrycznych kryteriow VOD zaproponowanych przez EBMT
w praktyce klinicznej poskutkowata rozpoczeciem w styczniu 2016 roku prospektywnego badania
analizujacego przydatno$¢ nowych kryteriow i ich potencjalny wptyw zardwno na ostateczne wyniki
leczenia pacjentow, jak i na aspekt ekonomiczny. Do marca 2019 badaniem objeto 282 dzieci,
szczegodtowo analizujac tych pacjentéw, u ktorych zdiagnozowano VOD zgodnie z nowymi
kryteriami.

W czasie objetym badaniem, czgstos¢ wystgpowania VOD wyniosta 8.9%. Jest to prawie dwukrotnie
wiecej niz w czasie kiedy uzywane byty zmodyfikowane kryteria z Seattle, co dowodzi temu, 1z
mniej restrykcyjne, a raczej dynamiczne kryteria diagnostyczne utatwity rozpoznawanie VOD.
Jakkolwiek, czesto$¢ wystepowania tego powiktania na poziomie niecatych 9% jest nadal wyjatkowo
niska w porownaniu do innych doniesien dost¢gpnych w literaturze- stad tez, powyzsze wyniki raczej
nie potwierdzajg obaw dotyczacych ryzyka nadrozpoznawania VOD dzigki mniej restrykcyjnym
kryteriom.'®** Aby podkresli¢ wieksza czuto$¢ nowych kryteriéw, przeprowadzono retrospektywna
symulacje z uzyciem kryteriéw z Baltimore oraz zmodyfikowanych kryteriow z Seattle. Nie tylko
rozpoznawalno$c VOD przy uzyciu starych kryteriow byta zdecydowanie nizsza, ale takze
obserwowane byto zdecydowane opdznienie diagnozy w porownaniu do kryteriow EBMT. Zgodnie
z najnowszymi badaniami oceniajacymi skuteczno$¢ Defibrotydu u dzieci, nawet jednodniowe
opoOznienie w rozpoczeciu leczenia moze znaczaco zmniejszych szanse pacjenta na przezycie.

Odmienne podejscie do zmian w poziomie bilirubiny jako symptomu VOD, prezentowane w nowych
kryteriach, ujawnito iz przebieg VOD bez hiperilirubinemii moze by¢ jeszcze czg¢stszy niz uprzednio
oczekiwano. Tylko 20% pacjentow w grupie badanej osiggneto poziom bilirubiny powyzej 2mg/dL
w chwili diagnozy VOD, natomiast prawie 70% pacjentow spetnito kryterium dynamicznego
wzrostu poziomu bilirubiny przez trzy kolejne dni (bez koniecznos$ci osiggnigcia konkretnego
poziomu). Doktadne monitorowanie poziomu bilirubiny z szczegdélnym uwzglednieniem jego
kinetyki wydaje si¢ by¢ bardziej przydatne we wczesnym rozpoznawaniu VOD, zwlaszcza wobec
licznych badan dowodzacych iz hiperbilirubinemia jest raczej péznym objawem VOD oraz ztym
czynnikiem prognostycznym. RT byta najwczes$niej obserwowanym kryterium VOD i1 jedynym ktore
zostato spelnione przez 100% pacjentow w badaniu. Mimo, iz na przestrzeni lat liczne badania
dotyczace VOD w populacji dorostych wskazywaty na RT jako istotny objaw choroby, nigdy nie
zostata ona wlaczona do kryteriéw diagnostycznych. Obecnie, RT, bedac prostym
odzwierciedleniem procesow patofizjologicznych odpowiedzialnych za VOD, wydaje si¢ by¢
najwczesniejszg 1 wyjatkowo istotng wskazoéwka sugerujaca rozwoj VOD.

Mimo iz w omawianym badaniu nie analizowano szczegdétowego wpltywu nowych kryteriow na
koszty leczenia, wydaje si¢ by¢ istotnym fakt, iz wprowadzenie nowych kryteriow umozliwito
skrécenie czasu hospitalizacji pacjentow z VOD $rednio o 12 dni.

Podsumowujac, nowe pediatryczne kryteria VOD zaproponowane przez EBMT, dzigki wysokiej
czutosci pozwalajg na wezesng diagnoze oraz natychmiastowe rozpoczecie terapii, co znaczaco
poprawito generalne wyniki leczenia pacjentdéw. Ponadto, dzigki mozliwos$ci skrdcenia czasu
hospitalizacji, nowe kryteria diagnostyczne wydaja si¢ mie¢ szoroko pojety, korzystny wptyw na
pacjentow cierpigcych na VOD po HSCT.
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ABSTRACT

INTRODUCTION:

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a well-established curative treatment method
for a wide range of diseases. It is used for both malignant and non-malignant disorders. Due to
advances made over the decades, including individually tailored conditioning regimens, precise
HLA-typing, improvements in supportive therapy, and prophylaxis against severe infections, the
survival rates of pediatric HSCT recipients are currently rising. However, it remains a high risk
procedure, contributing significantly to morbidity and mortality. A thorough understanding of
potential post-transplant complications and their risk factors, along with current diagnostic and
management strategies, seem to be crucial regarding patients outcomes.

The most common complications occurring in early period post HSCT are severe and
opportunistic infections (bacterial, viral, fungal), primary graft rejection and graft failure, severe
organ toxicities, and transplant-related endothelial complications including acute graft versus
host disease (aGvHD), veno-occlusive disease (VOD) and thrombotic microangiopathy (TMA).

In my doctoral dissertation, I am focusing on the most transplant-specific and potentially fatal
complications, which are aGvHD and VOD. Beside those, by analysis of patients requiring
intensive care treatment post HSCT, my doctoral thesis embrace the whole population of patients
suffering from various but most severe transplant-related complications.

Acute GVHD remains a great obstacle for the broader use of HSCT. It is currently one of the
major causes of both early and late transplant-related mortality (TRM).! It affects skin,
gastrointestinal tract mucosa and liver.? Mainly, the diagnosis is set on clinical findings and
should be confirmed by a biopsy, if possible. Grading and staging of GvHD should be performed
by pediatric-specific criteria published by Jacobson et al.

Once the diagnosis of aGvHD is established, it is difficult to treat. It may be prevented by
selected methods, but often at the expense of increased risk of relapse or severe infections due to
extensive immunosuppression. Despite prophylaxis, the incidence of aGvHD in children
receiving stem cells varies from 30% up to 80%.*° The first line treatment is based mainly on
steroids but turns out to be abortive in about 50% of cases. Many agents are currently
investigated to have a beneficial effect in the treatment of steroid-refractory aGvHD, but for now,
none of them have been proven unequivocally effective.”

Risk factors for aGvHD in the adult population are well known and include HLA-disparity, the
intensity of conditioning regimen, recipients' age and donor-recipient sex mismatch.** However,
the differences between adults and children need to be highlighted, particularly regarding
indications for transplant, previous treatment, co-morbidities and transplantation regimens.
Therefore, in face of lack of effective second-line treatment, precise evaluation of aGvHD risk
factors in pediatric population is crucial.

Veno-occlusive disease (VOD), also known as sinusoidal obstruction syndrome (SOS), is an
unpredictable and potentially fatal complication primarily associated with HSCT. It may occur in
both allogeneic and autologous HSCT recipients.!” VOD has also been recognized to occur as a
result of high-intensity chemotherapy, radiation and immunotoxin-conjugated therapy in
nontransplant settings. !1? It belongs to a group of conditions increasingly designated as
transplant-related endothelial complications. The pathophysiology of VOD involve primary toxic



injury of the sinusoidal endothelial cells that allows extravascular deposition of blood cells and
further endothelium dissection leading to central venous occlusion and sinusoidal obstruction
resulting in post-sinusoidal portal hypertension. This process results in the clinical syndrome of
VOD consisting of weight gain, ascites, hyperbilirubinemia and hepatomegaly, most commonly
occurring within the first 20 days post-transplant.!3~13

The incidence of VOD in the adult population is about 13.7%, but it may be even threefold
higher among children, particularly in the youngest group of patients. Contrarily to the adults,
pediatric patients more often present with anicteric and late-onset VOD. 6% In face of lack of
specific biomarkers and diagnostic tools, the diagnosis of VOD is based on clinical and
laboratory findings. For years, two sets of diagnostic criteria were used for VOD diagnosis in
children- Baltimore criteria and modified Seattle criteria (Table 1). '*!> They were both quite
strict and most importantly they were primarily designed for adult population; therefore, they
were not embracing the crucial differences in VOD between adults and children. This gap was
fulfilled by newly proposed, more dynamic, pediatric EBMT criteria for VOD diagnosis (Table
2).2° The major changes included lack of time of onset of VOD, focus rather on bilirubin kinetics
than certain cut-off levels and inclusion of consumptive refractory thrombocytopenia (RT) as a
diagnostic criterion. However, those criteria were developed solely on experts' opinion.
Therefore its careful evaluation in clinical practice seems to be essential. When diagnosed, VOD
might be successfully treated with Defibrotide (DF). Its efficacy was proven particularly in the
pediatric population what encouraged the need for proper diagnostic criteria for VOD in
children.?!

Table 1. Comparison of Baltimore and Modified Seattle VOD Diagnostic Criteria

Modified Seattle Criteria Baltimore Criteria

Two of following occurring within 21 days of  Bilirubin serum level >2mg/dl and at least

transplantation: two of following within 20 days of
transplant:

Hepatomegaly or right upper quadrant pain Hepatomegaly

Bilirubin serum level >2mg/dl Ascites

Unexplained weight gain >2% from baseline Weight gain >5% from baseline

Table 2. EBMT diagnostic criteria for hepatic VOD/SOS in children

No limitations for time onset of VOD/SOS

Presence of two or more of the following®:

e Unexplained, consumptive, transfusion-refractory thrombocytopenia®

e Otherwise unexplained weight gain in three consecutive days despite use of
diuretics or weight gain >5% baseline

e C‘Hepatomegaly (best confirmed by imagining) above baseline

e CAscites(best confirmed by imagining) above baseline

e Rising bilirubin from a baseline value on three consecutive days or bilirubin
>=2mg/dl within 72h

“With the exclusion of other potential differential diagnosis; *>= on weight-adjustet platelet
substitution/day to maintain institutional transfusion guidelines; ‘Imagining immediately
before HSCT to determine baseline value




Children receiving stem cells are usually heavily pretreated. They are suffering from
various conditioning-related toxicities, and due to extensive immunosuppression they are
extremely prone to severe and opportunistic infections. Therefore a relevant number of patients
post-HSCT would require treatment in the Pediatric Intensive Care Unit (PICU).???* Admission
of HSCT recipients to the PICU has been controversial, as many studies are providing extremely
high PICU mortality of those patients, reaching the level of 100% if they need mechanical
ventilation (MV).2*?° However, due to major advances made over the decades, in both transplant
protocols and intensive care procedures, a significant improvement regarding the general
outcome of those patients has been achieved. Pediatric HSCT recipients, while admitted to the
PICU, would need an individually tailored approach as they may not fit into a standard prognosis
scheme. There are many transplant-related factors, particularly considering immune
reconstitution and graft function that might alter their response to treatment.?°

Major indications for PICU admission post-HSCT are respiratory failure and septic shock,
commonly coexisting. In this profoundly immunocompromised population of patients, severe
systemic infections contribute significantly to the need for advanced care measures. There are
many studies available, investigating the potential risk factors for death in the PICU. Need for
MYV and renal replacement therapy, underlying malignant disease, presence of aGvHD and
intensity of conditioning regimen seem to be major factors decreasing patients' chances for PICU
survival.?’-?° However, there is a serious lack of data considering the relation between graft
function and PICU mortality. According to the latest multicenter study, there is no difference in
long term overall survival (OS) between PICU survivors and those who did not need advanced
care measures. Therefore an intensive quest for evaluating and eliminating the risk factors for
PICU mortality seems to be crucial.



WORK OVERVIEW

Premature cyclosporine cessation and TBI-containing conditioning regimen increase the risk of
acute GvHD in children undergoing unrelated donor hematopoietic stem cell transplantation.

Acute GvHD is one of the most common and severe complications following HSCT in children, and
it was thoroughly analysed in the first paper included in my doctoral dissertation. The aim of the
study was to evaluate the risk factors for grades II-IV acute GVHD in children undergoing allogeneic
HSCT from an unrelated donor. The study enrolled 237 children; every patient received a standard
aGvHD prophylaxis consisted of cyclosporine (CsA) and methotrexate. Various clinical and
epidemiological features, including graft composition, conditioning regimens, duration and
coherence of GVHD prophylaxis, were analyzed as potential risk factors.

Our results confirmed the magnitude of a problem which GvHD is, as almost 60% of patients in the
study cohort developed grades II-IV aGvHD. Multivariate statistical analysis revealed that three of
the investigated factors significantly increased the risk for aGvHD.

Myeloablative conditioning regimens consisted of TBI were a major risk factor for aGvHD in the
study. Treatment-related tissue damage, exacerbated by TBI, particularly in the gastrointestinal tract,
may initiate an inflammatory cascade leading to the development of GvHD. What should be
emphasized, myeloablative regimens consisted of busulfan did not correlate with higher aGvHD
(similar odds ratio to reduced toxicity and reduced intensity regimens). It may suggest that contrary
to the TBI, chemo-based regimens do not increase the risk for aGvHD.

Premature discontinuation of CsA relevantly increased the probability of aGvHD. Almost 20% of
patients in the study cohort presented with CsA-associated toxicity and required cessation of the drug
administration. Those patients were at much higher risk of developing aGvHD. To date, the optimal
prophylactic approach to aGvHD has not yet been established. However, presented results suggest
that the role of calcineurin inhibitors as a part of aGvHD preventive strategy may be irreplaceable.

Patients undergoing transplantation before the year 2009 (a median year in the study period) have a
higher risk of aGvHD. Additionally, patients receiving stem cells in former years had greater TRM
and lower OS. This finding is a simple reflection of the advances that were made during the study
period in both transplantation proceedings and supportive care. Furthermore, a better general
outcome of patients undergoing HSCT after 2009 might be a result of improvements in aGvHD
treatment that were achieved during years.

Other analyzed factors, including donor and recipient age, donor-recipients sex mismatch, amount of
infused CD34+ cells, stem cell source and underlying disease, failed to be confirmed as risk factors
for aGvHD.

Optimal conditioning regimen strategy and proper aGvHD prophylaxis, including continuous
administration od CsA might be crucial regarding the risk for aGvHD and patients' general outcome.
According to our results, the decision to withdraw CsA should be taken carefully and avoided if
possible.



Factors affecting survival in children requiring intensive care after hematopoietic stem cell
transplantation. A retrospective single-center studpy.

The second paper included in my doctoral thesis is a comprehensive analysis of the most severe of
post-transplant complications. The study was a retrospective chart analysis of children undergoing
first allogeneic HSCT and was mainly focusing on those who required admission to the PICU within
one year post transplantation. The detailed objective of the study was to determine potential factors
influencing PICU survival. Various clinical and transplant-related data, including conditioning
regimens, indications for intensive care, need for mechanical ventilation, the intensity of applied
therapies and quality of hematological recovery were assessed.

During the study period, 58 patients required admission to the PICU, what comprises 8.7% of the
entire study cohort and places the admission rate on the lower end comparing to literature.>%3!
Among those, 58.6% of patients died within PICU, while 41.5% were successfully discharged.
Amidst PICU survivors, 30 days and 6 months survival rates were 91.7% and 66.7%, respectively,
what stands in accordance with the latest studies proving that the history of intensive care treatment
does not compromise chances for a long term survival.*? Performed multivariate analysis revealed
two of the investigated factors having a significant impact on PICU survival.

Cardiovascular support is a crucial treatment provided in PICU for critically ill patients.
Comprehensive cardiac support, including three or more cardiovascular agents, was applied in
almost 30% of patients in the study, of whom only two have survived their PICU stay. The need for
extensive cardiac support was a major independent factor decreasing chances for PICU survival.

A little is known about the relationship between graft function and PICU mortality. In the study,
absolute granulocyte count (ANC) on the last day of treatment differed relevantly between survivors
and non-survivors. A significantly lower ANC was observed in those who died in PICU compared to
those who were successfully discharged. Contrary to the last day of treatment, ANC and severe
neutropenia at the time of PICU admission had no impact on patients' outcomes. Those results
suggest that besides advanced care measures, hematologic reconstitution and graft function may be
crucial regarding PICU survival. Achieving adequate ANC during PICU stay may significantly
improve patients' chances for survival. Therefore it should be taken into account in advance care
planning.

The need for MV is one of the most coherent factors correlating with poor PICU prognosis 243
However, our study failed to confirm MV as a risk factor for death within PICU. The result may be
affected by the fact that the majority of patients in the study received MV (81%), which is a much
higher rate than presented in other studies recognizing MV as a risk factor for death. Beyond those
requiring MV, five patients in the PICU cohort were treated with non-invasive ventilation (NIV).
None of them required subsequent intubation and all were discharged from PICU and survived over
6 months. By preventing potential complications related to MV, early implementation of NIV may
be beneficial in this particular group of patients. However, it should not delay intubation if needed.
Although very promising, those results are limited by a meager number of patients. Therefore
extensive prospective cohort studies evaluating the usefulness of NIV seem to be essential.

To conclude, the study is emphasizing the equal role of both intensity of applied therapies and graft
function in the survival of pediatric HSCT recipients admitted to the PICU. A holistic approach to
the patient seems to be crucial regarding the general outcome.



Veno-occlusive disease in children and adolescents after hematopoietic stem cell transplantation:
Did the Modified Seattle Criteria fit the characteristics of pediatric population?

The third paper that was a part of a publication series is a detailed analysis of another potentially
fatal complication following HSCT, which is VOD. Immediate diagnosis of VOD and prompt
implementation of proper treatment is crucial regarding patients' general outcomes. Therefore in the
presented study, we aimed to assess the usefulness of the modified Seattle criteria, which were
widely used for over 25 years for VOD diagnosis in the pediatric population, particularly reflecting
recently published first pediatric EBMT VOD diagnostic criteria.

The study enrolled 850 children and adolescents who underwent HSCT during years 2001-2015. In
this study cohort, 48 patients with VOD were recognized by Modified Seattle Criteria. This 5.05%
incidence of VOD in our center was placed at the lower end compared to other literature reports.
One-third of patients diagnosed with VOD, according to modified Seattle criteria, did not meet the
obligatory time criterion (<20 days post-transplant); therefore they were diagnosed with "late-onset
VOD". Presenting with VOD later than 20 days post-transplant is more common in children than in
adults.'® Thus, considering a relevant number of late-onset cases, our results indicated that the time
criterion for the pediatric population may be useless or even interfering.

Another controversial criterion was hyperbilirubinemia. Although it was not mandatory, it remained
an important part of the modified Seattle criteria. Similarly to the relatively later onset of the disease,
anicteric course of VOD is more commonly observed in children.'®!” In our cohort, almost 30% of
patients never demonstrated bilirubin level above 2mg/dl, as indicated in modified Seattle criteria.
Although elevated bilirubin level is a common VOD symptom, lack of hyperbilirubinemia should not
lead to a delay in VOD diagnosis and treatment implementation.

The majority of patients that were diagnosed with VOD in our study demonstrated transfusion-
refractory consumptive thrombocytopenia. Most commonly, it was observed shortly before VOD
diagnosis was established. Although refractory thrombocytopenia was mentioned in the very first
reports about VOD, it has never entered the diagnostic criteria. Our results suggest that this
symptom, reflecting the pathophysiology of the disease, might be an early hint to suspect VOD.

To conclude, the study indicates that modified Seattle criteria may not be adequate for the pediatric
population. They do not embrace the essential differences in VOD among children and adults.
Particularly time criterion and strict bilirubin cut-off level may be harmful by causing unnecessary
delay in VOD diagnosis. However, refractory thrombocytopenia, as an essential early symptom of
VOD, could contribute significantly to the improvement of the diagnostic criteria.



Introduction of new pediatric EBMT criteria for VOD diagnosis: is it time-saving or money-
wasting?; Prospective evaluation of pediatric EBMT criteria for VOD.

The concept of the last paper included in my doctoral thesis arises straight from the previous study
considering the adequacy of modified Seattle criteria in the pediatric population. Facing the urge to
evaluate the new pediatric EBMT criteria for VOD diagnosis in clinical practice, we have started a
prospective cohort study to assess its usefulness and impact on patients' general outcomes.
Commencing in January 2016, by March 2019 the study enrolled 283 children undergoing either
autologous or allogeneic HSCT. It was focusing particularly on those who were diagnosed with
VOD according to the new criteria. The results were compared with the above-mentioned study
discussing the utility of modified Seattle criteria.

In the analyzed period, the incidence of VOD was 8.9%; it had almost doubled compared to the time
when we used modified Seattle criteria, proving that the new, rather dynamic criteria facilitated the
diagnosis of VOD. However, this VOD incidence still equates to the lower end of other literature
reports;'®** therefore, we do believe that the study does not support the concern of over-diagnosing
VOD according to new criteria. To evaluate the differences in criteria sensitivity, we retrospectively
applied both modified Seattle and Baltimore criteria to the present cohort. The incidence of VOD
was 5.7% and 2.83%, respectively. The higher sensitivity of EBMT criteria also reflects in the time
of diagnosis - median diagnosis delay when using modified Seattle criteria was three days.
According to ongoing trials evaluating the efficacy of Defibrotide, the timepoint of treatment
initiation is crucial regarding the duration of treatment and patients' outcomes.

A novel approach to bilirubin levels proposed in the EBMT criteria may reveal that anicteric course
of VOD is more common in children than previously expected. In the study, only 20% of patients
presented with hyperbilirubinemia (>2mg%) at the moment of diagnosis. Contrarily, 68% of patients
met the criterion of rising bilirubin levels on three consecutive days. Emphasis on careful monitoring
of bilirubin levels may be beneficial considering the pathophysiology of the disease, as numerous
studies confirm that hyperbilirubinemia is a relatively late symptom of VOD and the criterion of
poor outcome. According to study results, a more dynamic approach to bilirubin levels proposed in
the EBMT criteria allows pre-emptive intervention and may improve patients' outcomes.

Refractory thrombocytopenia was the only criterion fulfilled by 100% of patients in the study. In the
majority of cases, it was the very first symptom of VOD. Although it was mention in the primary
reports considering VOD and thereafter repeatedly confirmed in further studies in the adult
population, until now it has never become a diagnostic criterion. Our results suggest that RT, even if
it is unspecific, might be an early hallmark of VOD, encouraging clinicians to become particularly
vigilant for other VOD symptoms.

Even if the study did not focus strictly on the financial aspects, it needs to be highlighted that after
implementing the new criteria, the time of hospitalization of VOD patients decreased by a median of
12 days. Although the impact of new criteria on cost-effectiveness requires further research, our
results suggest that shortening of both Defibrotide administration and length of hospital stay may be
economically beneficial, despite the increase in disease incidence.

To conclude, the new EBMT VOD diagnostic criteria acknowledge the differences in various aspects
of the disease between children and adults. Earlier VOD diagnosis, facilitated by EBMT criteria,

resulting in implementing immediate treatment, significantly improved patients' outcomes.
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