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1. DANE OSOBOWE

Imie i nazwisko: Jarostaw Bilinski

Stopien naukowy: Doktor nauk medycznych

Adres stuzbowy: Klinika Hematologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych, Warszawski

Uniwersytet Medyczny, ul. Banacha 1a, blok D, IV pigtro, 02-097 Warszawa

2. POSIADANE DYPLOMY

2017

Stopien naukowy doktora nauk medycznych, wyrézniona rozprawa
doktorska pt. ,,Kolonizacja jelit przez bakterie antybiotykooporne u
chorych na nowotwory uktadu krwiotworczego: znaczenie kliniczne i
strategia postepowania”

Promotor: prof. dr hab. n. med. Grzegorz Basak

Recenzenci: prof. dr hab. n. med. Katarzyna Dzierzanowska-Fangrat oraz

prof. dr hab. n. med. Jan Styczynski

2013

Dyplom lekarza
Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w
Toruniu (1 miejsce za najwyzszg Srednig ukonczenia studiow wsrod

absolwentow w 2013 roku)

3. INFORMACJA O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU

12/2014 — Lekarz rezydent, specjalizacja z hematologii

08/2021 Klinika Hematologii, Transplantologii i Choréb Wewnetrznych,
Samodzielny Publiczny Centralny Szpital Kliniczny WUM — obecnie
CSK UCK WUM
(1 miejsce w rekrutacji na Mazowszu w danym roku)

od 09/2018 Stanowisko Asystent
Katedra Hematologii, Transplantologii i Choréob Wewnetrznych,
Warszawski Uniwersytet Medyczny




10/2014 — Studia doktoranckie

11/2017 Katedra i Klinika Hematologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych,
Warszawski Uniwersytet Medyczny,

(11 miejsce w rekrutacji, studia 111 stopnia ukonczone rok przed terminem
z przyspieszonym zdaniem wszystkich egzamindw)

10/2013 — Lekarz stazysta

10/2014 Samodzielny Publiczny Centralny Szpital Kliniczny (obecnie CSK

Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego)

4. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT. 2
USTAWY Z DNIA 20 LIPCA 2018 R. PRAWO O SZKOLNICTWIE WYZSZYM
I NAUCE (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pézn. zm.).

a. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO | WYKAZ PRAC

TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO: ,Znaczenie mikrobioty jelitowej, jej
przeszczepiania, preparatyki i parametrow jakosciowych w profilaktyce i leczeniu
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi u pacjentow po przeszczepieniu szpiku”

Cykl obejmuje 5 powigzanych tematycznie oryginalnych publikacji naukowych

opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych.
Sumaryczny wspotczynnik Impact Factor (IF) osiagniecia naukowego: 42,016

Sumaryczna punktacja Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiN) osiagniecia naukowego:

660 punktow

Wykaz prac:

1) Bilinski J, Dziurzynski M, Grzesiowski P, Podsiadly E, Stelmaszczyk-Emmel A,
Dzieciatkowski T, Dziewit L, Basak GW. Multimodal Approach to Assessment of Fecal
Microbiota Donors based on Three Complementary Methods. J Clin Med. 2020;
9(7):2036. doi: 10.3390/jcm9072036. PMID: 32610522; PMCID: PMC7409046.



2)

3)

IF: 4,242
MEiN: 140 pkt

Moj  udzial w  powstaniu  publikacji polegal na nawigzaniu wspotpracy
miedzyosrodkowej, opracowaniu koncepcji, zatozen badania/analiz, metodyki pracy,
postawieniu hipotez badawczych, analizie pismiennictwa, zbieraniu i ujednolicaniu
danych, przeprowadzeniu analiz statystycznych, interpretacji wynikow, napisaniu
catosci manuskryptu, swiadomym przyjeciu odpowiedzialnosci za wszystkie aspekty
pracy, przygotowaniu pracy pod wymogi czasopisma, udzieleniu odpowiedzi na uwagi

recenzentow. Rola wiodgca.

Bilinski J, Dziurzynski M, Grzesiowski P, Podsiadly E, Stelmaszczyk-Emmel A,
Dzieciatkowski T, Lis K, Tyszka M, Ozieranski K, Dziewit L., Basak GW. Fresh Versus
Frozen Stool for Fecal Microbiota Transplantation-Assessment by Multimethod
Approach Combining Culturing, Flow Cytometry, and Next-Generation Sequencing.
Front Microbiol. 2022; 13:872735. doi: 10.3389/fmicb.2022.872735. PMID: 35847075;
PMCID: PMC9284506.

IF: 6,064
MEiN: 100 pkt

Moj  udzial w  powstaniu  publikacji polegal na nawigzaniu wspoipracy
miedzyosrodkowej, opracowaniu koncepcji, zatozen badania/analiz, metodyki pracy,
postawieniu hipotez badawczych, analizie pismiennictwa, zbieraniu i ujednolicaniu
danych, przeprowadzeniu analiz statystycznych, interpretacji wynikdw, napisaniu
catosci manuskryptu, swiadomym przyjeciu odpowiedzialnosci za wszystkie aspekty
pracy, przygotowaniu pracy pod wymogi czasopisma, udzieleniu odpowiedzi na uwagi

recenzentow. Rola wiodgca.

Bilinski J, Lis K, Tomaszewska A, Grzesiowski P, Dzieciatkowski T, Tyszka M,
Karakulska-Prystupiuk E, Boguradzki P, Tormanowska M, Halaburda K, Waszczuk-
Gajda A, Wiktor-Jedrzejczak W, Basak GW. Fecal microbiota transplantation in
patients with acute and chronic graft-versus-host disease-spectrum of responses and
safety profile. Results from a prospective, multicenter study. Am J Hematol. 2021;
96(3):E88-E91. doi: 10.1002/ajh.26077. PMID: 33326127.



4)

5)

IF: 13,268
MEiN: 140 pkt

M0oj udzial w powstaniu publikacji polegal na przygotowaniu protokotu leczenia
pacjentow, nawigzaniu wspolpracy miedzyosrodkowej, opracowaniu koncepcji, zatozen
badania/analiz, metodyki pracy, postawieniu hipotez badawczych, analizie
pismiennictwa, zbieraniu i ujednolicaniu danych, przeprowadzeniu analiz
statystycznych, interpretacji wynikow, przygotowaniu tabel i rycin, napisaniu catosci
manuskryptu, swiadomym przyjeciu odpowiedzialnosci za wszystkie aspekty pracy,
przygotowaniu pracy pod wymogi czasopisma, udzieleniu odpowiedzi na uwagi

recenzentow. Rola wiodgca.

Bilinski J, Jasinski M, Tomaszewska A, Lis K, Kacprzyk P, Chmielewska L,
Karakulska-Prystupiuk E, Mullish BH, Basak GW. Fecal microbiota transplantation
with ruxolitinib as a treatment modality for steroid-refractory/dependent acute,
gastrointestinal graft-versus-host disease: A case series. Am J Hematol. 2021;
96(12):E461-E463. doi: 10.1002/ajh.26365. PMID: 34587331.

IF: 13,268

MEiN: 140 pkt

MOoj udzial w powstaniu publikacji polegal na przygotowaniu protokotu leczenia
pacjentow, nawigzaniu wspolpracy miedzyosrodkowej, opracowaniu koncepcji, zatozen
badania/analiz, metodyki pracy, postawieniu hipotez badawczych, analizie
pismiennictwa, zbieraniu i ujednolicaniu danych, przeprowadzeniu analiz
statystycznych, interpretacji wynikow, przygotowaniu tabel i rycin, napisaniu catosci
manuskryptu, swiadomym przyjeciu odpowiedzialnosci za wszystkie aspekty pracy,
przygotowaniu pracy pod wymogi czasopisma, udzieleniu odpowiedzi na uwagi

recenzentow. Rola wiodgca.

Qiao X, Bilinski J [wspél-pierwszy autor i autor korespondencyjny], Wang L, Yang
T, Luo R, Fu Y, Yang G. Safety and efficacy of fecal microbiota transplantation in the
treatment of graft-versus-host disease. Bone Marrow Transplant. 2023 Jan;58(1):10-19.
doi: 10.1038/s41409-022-01824-1. PMID: 36167905.

IF: 5,174



MEiN: 140 pkt

Moja rola w powstaniu publikacji polegata na opracowaniu koncepcji i zatozen pracy,
nawiqzaniu wspotpracy miedzyosrodkowej, nadzorowaniu analiz i kierowaniu zespotem
analitycznym prowadzgcym metaanalize, krytycznej analizie wynikéw, napisaniu
manuskryptu, Swiadomym przyjeciu odpowiedzialnosci za wszystkie aspekty pracy,
przygotowaniu pracy pod wymogi czasopisma, udzieleniu odpowiedzi na uwagi

recenzentow. Rola wiodgca wraz z drugim pierwszym autorem.

b. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO | OSIAGNIETYCH WYNIKOW

WPROWADZENIE

Ostra posta¢ choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (acute graft-versus-host disease,
aGvHD) jest czestym, zagrazajacym zyciu powiktaniem po przeszczepieniu allogenicznych
hematopoetycznych komorek krwiotwoérczych (alloHCT), ktore wystepuje u 25 do 50%
biorcow alloHCT i jest druga najczestsza przyczyng S$mierci (po nawrocie choroby
podstawowej) w tej grupie chorych [1,2]. Pomimo tego, ze jej czestos¢ wystepowania
zmniejszala si¢ z czasem w przypadku transplantacji od w petni zgodnych spokrewnionych i
niespokrewnionych dawcow szpiku, bezwzgledna liczba pacjentoéw doswiadczajacych aGvHD
wzrosta z powodu rosnacej liczby alloHCT wykonywanych na calym $wiecie [3]. Nasila si¢
réwniez manifestacja zotagdkowo-jelitowa aGvHD, co udowodniono na przestrzeni ostatnich
dekad [4] i co moze mie¢ bezposrednio zwigzek ze stosowaniem profilaktyki antybiotykowej
przed zabiegami alloHCT i zubozZeniem mikrobiomu jelitowego. Choroba przeszczep
przeciwko gospodarzowi wystepuje, gdy immunokompetentne limfocyty T w przeszczepie
rozpoznajg tkanki biorcy jako obce i inicjuja odpowiedz immunologiczng. Glowne objawy
pojawiaja si¢ na skorze (wysypka plamisto-grudkowa), watrobie (zastoj zotci w wyniku
uszkodzenia matych drog zoélciowych) i przewodzie pokarmowym (wodnista lub krwista
biegunka, nudnosci, wymioty, kurczowe bole brzucha). Diagnoza moze by¢ czasami trudna z
powodu naktadajacych si¢ objawdéw zwigzanych z toksyczno$cig kondycjonowania i
wspolistniejacymi infekcjami. Rozpoznanie kliniczne mozna postawic¢ na podstawie typowych
objawow, badan laboratoryjnych i biopsji tkanek, ktore nalezy analizowaé z ostroznos$cig ze
wzgledu na stosunkowo czgste wyniki falszywie ujemne i falszywie dodatnie [5-7].

Czynnikami ryzyka dla aGvHD sg stopien niezgodno$ci w HLA, zaawansowany wiek zar6wno



dawcy, jak i biorcy, przeszczep od dawcy niespokrewnionego, przeszczep od dawcy pici
zenskiej do biorcy ptci meskiej, przeszczep otrzymany z krwi obwodowej oraz intensywnos$é
schematu kondycjonowania [8 —10]. Zapobieganie GvHD obejmuje podawanie globuliny
antytymocytarnej (ATG), inhibitorow kalcyneuryny (cyklosporyna lub takrolimus) oraz
metotreksatu (antagonista kwasu foliowego) lub mykofenolanu mofetylu [11,12]. Ostra GvHD
jest leczona glikokortykosteroidami, ale oporno$¢ na steroidy lub sterydozalezno$¢ sa
stosunkowo czgste i tylko 40-60% pacjentow odpowiada na t¢ terapie¢ [13]. Nadal nie ma
konsensusu co do najlepszego leczenia drugiego rzutu, a $miertelno$¢ u pacjentow
niereagujacych na steroidy jest wysoka, z sze$ciomiesiecznym calkowitym przezyciem
szacowanym na 50% i dwuletnim catkowitym przezyciem wynoszacym maksymalnie 30%
[14,15]. W 2020 roku autorzy randomizowanego badania klinicznego opublikowanego w New
England Journal of Medicine po raz pierwszy (od dekad braku pozytywnych wynikow
jakichkolwiek badan w leczeniu drugiej linii) udokumentowali, ze interwencja ruksolitynibem
u chorych z oporng na steroidy aGvHD skutkowata statystycznie wyzszym odsetkiem
catkowitych odpowiedzi niz leczenie standardowe [16].

Wsréd innych najczgéciej stosowanych metod leczenia drugiego rzutu sa ATG [17],
potransplantacyjny cyklofosfamid [18], etanercept [19], infliksymab [20], czy fotoferezy
pozaustrojowe.

Aby podja¢ proby znalezienia nowych metod leczenia 1 profilaktyki aGvHD niezbedne jest
doktadne poznanie biologii tego powiklania. Jest to bowiem skomplikowany proces
immunologiczny, w ktérym aktywowanych jest bardzo wiele §ciezek sygnatowych. Biologia
choroby zostata, glownie dzigki zaawansowanym technologicznie badaniom naukowym, w
znacznej mierze okre$lona. Patogeneza aGvHD opiera si¢ na zjawisku blednego kota — inicjacja
choroby pojawia si¢, gdy w wyniku chemioterapii kondycjonujacej 1 nastepowym
uszkodzeniom nablonkoéw i tkanek, gtownie przewodu pokarmowego (jako, ze chemioterapia
czy radioterapia uszkadza gtownie komorki czgsto dzielgce sie, a takimi poza komorkami
krwiotworczymi isg przede wszystkim komorki przewodu pokarmowego) limfocyty T
pochodzace od dawcy zostajg aktywowane przeciwko tkankom gospodarza (,,wystawionym”
niejako ,,masowo: przez komorki prezentujace antygen), co z kolei uwalnia molekularne
sygnaly uszkodzenia (danger-associated molecular patterns, DAMPS), ktore dalej aktywuja
limfocyty T i nakrgcajg proces zapalny, niszczenia tkanek. W patogenezie aGvHD wyrdznia
si¢ trzy powszechnie znane etapy [21,22]. Podczas pierwszego etapu, ktory wigze si¢ z
uszkodzeniem tkanek, uwalniane sa cytokiny prozapalne, takie jak czynnik martwicy

nowotworu-o. (TNFa) czy interleukina-1 (IL-1). Schemat kondycjonowania przed



przeszczepieniem, infekcje lub inne procesy zapalne przed przeszczepieniem sa w glownej
mierze odpowiedzialne za stopien uszkodzenie tkanek. Uwolnione cytokiny petnig rolg
»Sygnatldow zagrozenia”, ktore uwazane s3 za wyzwalacze agresywnej odpowiedzi
immunologicznej w patogenezie aGvHD [23]. Co ciekawe, przewdd pokarmowy odgrywa
istotng, o ile nie gldéwna, rolg¢ w procesie uwalniania cytokin i catym procesie inicjacji aGvHD
[24]. Komérki, o ktérych wiadomo, ze sa szczegdlnie uszkadzane podczas terapii
kondycjonujacej, to komorki Panetha i kubkowe. Komorki Panetha s odpowiedzialne za
wydzielanie alfa-defensyn, ktore sa peptydami przeciwbakteryjnymi, utrzymujacymi
odpowiednig rownowage w sktadzie mikrobioty jelitowej [25]. Utrata tych komdrek skutkuje
dysbioza jelitowa [26]. Komorki kubkowe wydzielaja mucyne, ktora chroni komoérki nabtonka
jelit (intestinal epithelial cells, IEC) przed bakteriami, antygenami $wiatla jelita [27].
Uszkodzenie tych komorek powoduje utrate integralnosci IEC i umozliwia translokacje
drobnoustrojow jelitowych 1 catego tadunku antygenowego jelit (metabolitow, peptyddéw i
biatek) do btony podsluzowej, weztéw chionnych i krwioobiegu. To w konsekwencji zwigksza
produkcje cytokin prozapalnych i stymuluje samg GvHD [28]. Klinicznie najwigkszy niepokoj
co do pdzniejszego wyzwolenia aGvHD budzi wlasnie stopien uszkodzenia przewodu
pokarmowego podczas procedury alloHCT.

Po podaniu komorek krwiotworczych pacjentowi, po zakonczeniu kondycjonowania
(wykonaniu alloHCT) rozpoczyna si¢ etap drugi. Komorki T dawcy powracaja do tkanek
limfatycznych w ciagu kilku godzin po przeszczepieniu szpiku. Po 2-3 dniach komorki
prezentujace antygen gospodarza (APC) prowadza do aktywacji limfocytow T dawcy,
proliferacji i wydzielania cytokin [29]. Dane sugeruja, ze gtdéwnie zaangazowane w ten proces
sa niehematopoetyczne APC [30]. Dodatkowo limfocyty T roznicujg si¢ w cytotoksyczne
komorki T (Tc) typu Thl oraz limfocyty Th17, ktore wytwarzaja TNFa, IL-2 i IFNy, co
wzmaga prezentacje antygenow [31]. Wszystko to prowadzi do infiltracji cytotoksycznych
komorek T w narzadach docelowych, takich jak watroba, przewdd pokarmowy i skora [29].
Przewodd pokarmowy stanowi jedng z barier chronigcych nas przed srodowiskiem, a takze jest
najwigkszym przedziatem komorek immunokompetentnych. Blona S$luzowa przewodu
pokarmowego (gut-associated lymphoid tissue, GALT) jest uwazana za najwigkszy ludzki
narzad limfatyczny. W drugim etapie wszystkie APC masowo prezentujg antygeny (wlasne i
obce) dojrzatym komoérkom T dawcy, aktywujac w ten sposdb inwazje i uszkodzenia. W
trzecim etapie limfocyty T intensywnie namnazajg si¢ w tkankach docelowych 1 powodujg lize
komérek poprzez mechanizmy Fas/FasL i perforyna/granzym. Eliminacja komdrek

docelowych przez cytotoksyczne limfocyty T dawcy prowadzi do dalszego wzrostu produkcji



cytokin prozapalnych, takich jak wymienione w kroku pierwszym i zostaje zapoczatkowane
bledne koto [32]. Etapy, w ktore szczegdlnie zaangazowana jest mikrbiota jelitowa, to
niewatpliwie etapy pierwszy i drugi. Podczas pierwszej fazy przewod pokarmowy zostaje
masywnie uszkodzony, a APC prezentuja w drugiej fazie antygeny — zaréwno te wiasne
(epitopy jelitowe, skorne i1 watrobowe powstate w wyniku rozpadu komoérek po
radio/chemioterapii) lub obce - gtdéwnie jako antygeny drobnoustrojowe (np. fragmenty Sciany
komorkowej bakterii). Istnicje coraz wiecej dowodow na to, ze dysbioza mikrobioty jelitowej
(nieprawidtowy sklad jakosciowy i iloSciowy mikrobioty jelitowej, glownie bakterii
jelitowych) dziata jako czynnik ryzyka GvHD. W swoich wcze$niejszych pracach naukowych
wykazalem wraz z zespotem, ze kolonizacja jelita bakteriami opornymi na antybiotyki
(antibiotic-resistant bacteria, ARB) przed przeszczepieniem szpiku, bedgca markerem dysbiozy
jelitowej i utraty zjawiska ,,opornosci na kolonizacj¢”, jest czynnikiem ryzyka GvHD, glownie
przewodu pokarmowego [33]. Jednocze$nie, rownolegle i po naszym doniesieniu inne grupy
wykazaty, ze niska bioréznorodno$¢ bakterii jelitowych koreluje z nizszym catkowitym
przezyciem i wigkszg czgstoScia wystepowania GvHD [34,35]. Gtoéwng przyczyna mniejszej
réznorodnosci bakteryjnej jest antybiotykoterapia przed i w trakcie alloHCT [36]. Wszystkie te
fakty wigzaty si¢ z zaproponowaniem m. in. przeze mnie i nasz zespot naukowy (jako jedni z
pierwszych na $wiecie) hipotezy, ze mikrobiota jelitowa ma jeden z kluczowych udzialow w
patogenezie i propagacji aGvHD (w tkance limfatycznej zwigzanej z blong $luzows, a
zZwlaszcza z jelitami (MALT i GALT) stacjonuje okoto 70% populacji wszystkich limfocytow
cztowieka i to w tych tkankach istnieje ciagla, nickonczaca si¢ ,,rozmowa” (cross-talk) miedzy
komorkami immunokompetentnymi i mikrobiomem).

Pierwsze eksperymenty oceniajace role mikrobioty jelitowej] w patogenezie aGvHD
przeprowadzono w latach 70 XX-ego wieku. Kolejne badania wykazaty, ze wprowadzenie
metronidazolu i/lub ciprofloksacyny do schematu kondycjonowania (lub innych strategii
dekontaminacji przewodu pokarmowego) skutkowalo mniejszg czestoScig wystepowania
aGvHD [37,38]. Poza tym ostatnie badania w dobie sekwencjonowania nowej generacji
wykazaly, ze utrata roznorodnosci bakteryjnej jest zwigzana z rozwojem aGvHD przewodu
pokarmowego [39-41]. Stwierdzono, ze mechanizmem takiej indukcji aGvHD jest brak
rownowagi miedzy réznicowaniem komoérek Th17 1 Treg z powodu utraty zrdznicowanej
mikrobioty jelitowej [42].

Uszkodzenie nabtonka przez terapi¢ kondycjonujaca i napromieniowanie prowadzi do utraty
integralno$ci jelit, a nastgpnie translokacji bakteryjnej. Ponadto sama aGvHD przyczynia si¢

do dalszej dysbiozy poprzez uszkodzenie komoérek Panetha, co utatwia namnazanie si¢
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potencjalnie szkodliwych bakterii [43,44]. Bakterie przenosza wzorce molekularne zwigzane z
patogenami (pathogen-associated molecular patterns, PAMPS), ktore sg odpowiedzialne za
aktywacje wrodzonego uktadu odpornosciowego [45]. PAMPS sg rozpoznawane przez kilka
receptoréw, takich jak receptory toll-podobne (TLR) [46], receptory podobne do NOD (NLR)
[47] i 1g-podobne lektyny wiazace kwas sialowy [48]. Prowadzi to do dalszej aktywacji
komorek T dawcey przez wrodzony uktad odpornosciowy i dodatkowo zaostrza aGvHD.
Wsrod bakterii, ktore zapobiegaja rozwojowi aGvHD, sg Clostridiales, ktore sg silnymi
producentami krotkotancuchowych kwasow tluszczowych (short-chain fatty acids, SCFA).
Stwierdzono, ze wicksza liczebnos$¢ tych bakterii jest zwigzana ze zmniejszong liczbg zgonéw
zwigzanych z GvHD [49,50]. Jenq i in. wykazali, ze zwickszona obecno$¢ bakterii z rodzaju
Blautia nalezacych do Clostridiales byta zwigzana ze zmniejszong liczbg zgonow zwigzanych
z GvHD. Ponadto liczebno$¢ tych samych bakterii pozytywnie korelowala z catkowitym
przezyciem. Czynnikami wymienianymi przez autorOw jako potencjalnie prowadzace do
redukcji Blautii w jelicie bylo leczenie antybiotykami skierowanymi przeciwko bakteriom
beztlenowym oraz stosowane przez dlugi czas catkowite zywienie pozajelitowe [41]. Inne
badanie wykazato rowniez, ze stosowanie aztreonamu i cefepimu, ktore maja bardziej ochronny
mechanizm dziatania na mikrobiot¢ beztlenowa, powodowato zmniejszenie $miertelnosci
zwigzanej z GVHD [39].

Z drugiej strony duza liczebnos¢ niektorych bakterii predysponuje do wystgpienia GvHD 1
zwigkszonego nasilenia choroby. Enterococcus jest jednym z takich przyktadow, a zwigkszona
liczba tych bakterii wystepuje na poczatku aGvHD [51]. Co ciekawe, glownym Zrdédtem energii
dla tych bakterii jest laktoza, dlatego pacjenci z zespotem zlego wchtaniania laktozy, a co za
tym idzie zwigkszonym stezeniem laktozy w $wietle jelita, maja zwigkszone ryzyko dominacji
Enterococcus. Co wigcej, mysi model alloHCT na diecie pozbawionej laktozy wykazal
mniejszg liczbe tych bakterii w mikrobiocie jelitowej, a tym samym lepszg przezywalnosé
zwigzang z GvHD [52]. Inng bakterig wyrdzniong jako predysponujgcej do GvHD jest
Akkermansia muciniphila, ktora jest zwigzana ze zwigkszong $miertelnoscig aGvHD u myszy
[53].

Co wigcej, oprocz samych bakterii, ich metabolity moga réwniez wptywaé na patogeneze
aGvHD. Prawdopodobnie najbardziej znanym metabolitem bakterii jelitowych jest maslan,
jeden z SCFA, ktory jest gtownym Zrodlem energii dla IEC [54], a po alloHCT jego stezenie
jest znaczaco zmniejszone [55]. Wykazano, ze maslan poprawia integralno$¢ jelit, hamuje
apoptozg, co z kolei prowadzi do ztagodzenia aGvHD [40]. Dodatkowo powoduje zwigkszone

réznicowanie naiwnych limfocytow T jelit w Treg, ktore znane sg z wyciszania odpowiedzi
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immunologicznej zwigzanej z aGvHD [56,57]. Maslan jest takze inhibitorem deacetylazy
histondw, ktdra hamuje limfocyty T dawcy stymulowane antygenem [58].

Niedawno przedstawione badania wyraznie sugeruja, ze obfito$¢ i bogactwo mikrobioty
jelitowej w okresie wszczepienia neutrofili ma kluczowe znaczenie w odniesieniu do
przewidzenia ryzyka rozwoju aGvHD. Badacze wykazali, ze pacjenci, u ktorych réznorodnosc¢
bakteryjna byta obnizona z powodu kondycjonowania i przyjmowania antybiotykow maja
zwigkszone ryzyko aGvHD [59].

Powyzsze obserwacje oraz nasze wnioski dotyczace przeszczepiania mikrobioty jelitowej
(fecal microbiota transplantation, FMT) w celu dekolonizacji bakterii opornych na antybiotyki
z przewodu pokarmowego pacjentow z nowotworami krwi i szpiku [60], w ktorych
potwierdzilismy skuteczno$¢ tej procedury u pacjentow z obnizong odpornoscig skutkowato
wlaczeniem do badan takze pacjentéw z ostra, sterydooporng postacig choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi, ktorych rokowanie, wobec braku skutecznych alternatywnych metod
(do momentu ukazania si¢ badania z ruxolitibnibem), jak wskazano wyzej jest bardzo
niepomys$lne. Wobec danych naukowych, o koniecznosci obecnosci w mikrobiocie bogatego
repertuaru mikroorganizméw, antygenow, w tym konkretnych szczepoéw a takze obserwujac
koniecznos¢ oceny preparatow pod wzgledem bezpieczenstwa (m. in. wobec udokumentowania
przez nas przypadku rozwinigcia aGvHD po zarazeniu norowirusem pochodzacym z preparatu
mikrobioty [61]) zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ badania podstawowe, majace na celu
ustalenie parametréw mikrobioty jelitowej, ktdre najlepiej ja charakteryzuja oraz poréwnac te
parametry w zalezno$ci od metody wytwarzania preparatdw mikrobioty jelitowej. Jednocze$nie
opracowano protok6t FMT dla pacjentow z cigzka, jelitowa postacia aGvHD oraz

przeprowadzono analizy ich skuteczno$ci wraz z analizg globalna.

CEL NAUKOWY

Gtownym celem niniejszego cyklu, wchodzacego w sktad rozprawy habilitacyjne;j, jest:

- kompleksowe poszerzenie wiedzy w zakresie oceny parametrow mikrobioty jelitowej
majacych najbardziej informatywny charakter dla celéw wytwarzania preparatow mikrobioty
dla uzyskania optymalnych jako$ciowo i bezpiecznych preparatdéw do leczenia chorych
wysokiego ryzyka, w szczegdlnosci aGvHD,

- ustalenie protokotu, wstepnego profilu bezpieczenstwa oraz skutecznosci w
pilotazowych 1 jednocze$nie jednych z pierwszych na $wiecie procedurach FMT w celu

leczenia cigzkiej, sterydoopornej postaci aGvHD,
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- podsumowania dotychczasowych wynikow wszystkich udokumentowanych procedur

FMT w celu leczenia aGvHD za pomoca przegladu systematycznego z metaanalizg.
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OPIS OSIAGNIECIA NAUKOWEGO (osiggnietych wynikow)
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Pomimo rozkwitu badan z FMT, nasza wiedza na temat rzeczywistego sktadu ,,zdrowej
mikrobioty” jest nadal niewielka. Nie wiemy doktadnie, w jaki sposob przeszczepione bakterie
przezywaja, kolonizujg 1 funkcjonujag w jelitach biorcy ani, co najwazniejsze, jakie metody
moga lub powinny by¢ stosowane do diagnozowania i monitorowania przeszczepione]
mikrobioty w celu oceny czy preparat mikrobioty jelitowej jest odpowiedni i sktada si¢
rzeczywiscie ze ,,zdrowej mikrobioty” czy inne przyczyny wptynely np. na niewszczepienie si¢
materiatu. Analizy ludzkich mikroorganizmoéw jelitowych byty do niedawna przeprowadzane
glownie z wykorzystaniem metodologii hodowli klasycznych, ograniczajac badang
réznorodnos¢ biologiczng tylko do gatunkow poddajacych sie¢ hodowli, chociaz wiadomo, ze
tylko okolo 15-20% drobnoustrojow zyjacych w jelitach ludzkich udato si¢ kiedykolwiek
wyhodowaé. Dostepno$s¢ nowych narzedzi, glownie sekwencjonowania nowej generacji
(NGS), umozliwita ocen¢ taksonomicznych genéw markerowych, a nawet calych genomow
pobranych ze ztozonych spoteczno$ci drobnoustrojow. Najszerzej stosowana metoda NGS do
taksonomicznej i filogenetycznej oceny sktadu ekosystemu mikrobioty opiera si¢ na analizie
amplikonu PCR genu 16S rRNA.

Obecnie mozna zaobserwowa¢ dynamiczny rozwoj rynku oferujacego zawiesiny mikrobioty
jelitowej oraz narzedzia do oceny mikrobioty. Firmy dostarczaja materiat od r6znych dawcow,
stosujac r6zne metodologie badania dawcow i przetwarzania katu. Jednak kazda z tych metod
jest zwykle stosowana oddzielnie i na podstawie tych odrgbnych analiz buduje si¢ daleko idace
whnioski. Istnieje bardzo niewiele doniesien porownujgcych rozne metody oceny mikrobioty
jelitowej. Istnieje rowniez potrzeba zidentyfikowania tak zwanych ,,super-dawcow”, tj. 0sob,

ktorych mikrobiom zawiera wszystkie istotne drobnoustroje i potencjalnie moze wyleczy¢
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zdecydowana wigkszo$¢ chordb i schorzen zwigzanych z mikrobiomem (jezeli takie zjawisko
rzeczywiscie istnieje).

Dlatego w niniejszym badaniu przeprowadziliSmy seri¢ eksperymentow, stosujac
podejscie laczenia metod analitycznych, aby przesledzi¢ stabilnos¢ skladu mikrobioty
jelitowej u réznych dawcoéw w czasie i znalez¢ najbardziej odpowiednia metode oceny
jakosci mikrobioty jelitowej dla prawidlowej selekcji dawcow kalu i utorowania drogi do
znalezienia ,super dawcow”, w szczegélnosci na potrzeby skomplikowanych
patogenetycznie choréb, jak aGvHD. Ponadto szukali$my bakteryjnych wskaznikow
,dobrych” i/lub ,,ztych” dawcow, aby uprosci¢ 1 sparametryzowaé wybor odpowiednich
dawcoéw probek katu dla FMT. PostawiliSmy hipoteze, Ze rézne metodologie oceny
mikrobiomu do oceny dawcow lacznie, daja wiecej danych niz kazda metoda z osobna.
Do niniejszych eksperymentow wykorzystano dziesie¢ kolejnych stolcow przekazanych przez
kazdego z trzech wyselekcjonowanych wczesniej dawcow (tacznie 30 stolcow). Dawcami katu
byli losowo wybrani mezczyzni (dawcy A i B) oraz celowo wybrany mezczyzna (dawca C,
czyli regularny dawca katu zarejestrowany w polskim banku katu). Zostali wybrani zgodnie z
naszym protokotem opublikowanym wczesniej. Materiat (kat) od kazdego dawcy z kazdej
donacji podzielono na trzy czesci — jedng do oceny metoda cytometrii przeptywowej w
metodzie LIVE/DEAD (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), druga do wykonania hodowli
klasycznych (tlenowych i beztlenowych) oraz trzecig do natychmiastowe;j izolacji DNA oraz
sekwencjonowania regionu zmiennego V3-V4 16S rDNA (tacznie 90 probek). Co wazne — caty
eksperyment byt wykonywany w warunkach aerobowych, tak jak w wiekszosci bankow katlu
na $wiecie (dopiero w nast¢pnych etapach badaliémy metodyke anaerobowa, ktdra ostatecznie
zaaplikowano w spin-off WUM Human Biome Institute — opis szczegdtowy w dalszej czgsci
autoreferatu, w rozdziale osiggni¢¢ organizacyjnych i innych).

Analiza metoda cytometrii przeptywowej w metodzie LIVE/DEAD umozliwila oceng
calkowitej liczby komorek w kazdej probee, jak rowniez zywych i martwych komorek. Analiza
ta poshuzyta do odpowiedzi na pytanie, czy liczba komorek bakteryjnych jest istotna w ocenie
mikrobioty katowej 1 czy moze stuzy¢ jako estymator ,,dobrego” lub ,,ztego” dawcy.
Przeprowadzona analiza wykazata, ze prowadzac eksperyment w warunkach tlenowych, nie
byto statystycznie istotnych rdéznic miedzy liczbg komorek w zawiesinach mikrobioty jelitowej
przygotowanych z katu dawcéw (Rycina 1). Srednia liczba komorek we wszystkich probkach
byta rowna 1,664 x 10%° komorek/ml (0,913 x 10'° komérek/ml). Jak pokazano na Rycinie 1
(prawa kolumna), odsetki wszystkich frakcji komérek, tj. zywych, martwych, nieznanych (nie

wybarwionych jednym z odczynnikow) i SYTO9-PI- (podgrupa ,,nieznana”, niewybarwionych
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oboma odczynnikow uznanych za ,,podwdjnie ujemne”) wykazywaly stosunkowo stabilne
liczby w kazdej probce kalu na dzien i na dawce. Zaobserwowano zauwazalng dominacje

zywych komorek.

Rycina 1.
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Co wiecej, jak mozna wywnioskowac powyzej ustalono, ze oprécz komérek zywych i
martwych wystepuje w populacji mikrobioty dodatkowa frakcja komadrek niebarwigca si¢
jednym, a przede wszystkim oboma odczynnikami (SYTQO9 oraz jodkiem propidyny), co
wedlug nas i taka postawiliSmy hipoteze, w przypadku dwuujemnej populacji komdrek,
stanowia spory bakteryjne (Rycina 2; obrysowana frakcja komorek ciemnoniebieskich
oznaczonych jako SYTQO9-PI-).

Rycina 2.

Sample-A4M Sample-A4M Sample-A4M

o] (N o
q <. - - .
5 =4 oy ¥
i e | 3% /
- 1 o ] = 7
§ ] H 2

| N o
'.T’ﬁo— ’.T’mc__ o A1
o i =3 6
T 7 [ E

— - ]

i 1020 102 10° 10* 108 o 10 10? 102 w0 10% 10" 102 0 ot s

3 SYTO9 FITC-A SSC-A 0 SSC-A

17



Jako druga metoda oceny mikrobioty - przeprowadzono ztoZzony eksperyment z zastosowaniem
hodowli klasycznych (tlenowych i beztlenowych na r6znorodnych podtozach), aby oceni¢, czy
ta technika moze ujawni¢ mozliwe do hodowli wskazniki bakteryjne dla ,,dobrych” i ,,ztych”
dawcow katu. W sumie stwierdzono 104 gatunki reprezentujace 36 rodzajow. Podsumowany
sktad gatunkowy bakterii dla kazdego dawcy jest uwidoczniony na Rycinie 3. Przedstawienie
danych w postaci diagramu Venna umozliwilo wskazanie gatunkéw bakterii
charakterystycznych dla kazdego dawcy, gatunkéw wspdlnych dla dwéch dawcow i
wreszcie gatunkow, ktore tworzyly ,,mikrobiot¢ rdzeniowa” i wystepowaly u wszystkich

analizowanych dawcow.

Rycina 3.

11) C. beijerinckii
12) E. auranticum

13) K. variicola

14) L. jensenii

15) L. kefiri

16) L. salivarius

17) P. brevicompactum
18) S. heliotrinireducens
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Wyraznie wida¢, ze dawca C, bedac regularnym dawcag katu, charakteryzuje si¢ najwigksza
liczbg gatunkow poddajacych sie hodowli (64) uzyskanych z jego katu. Probki od innych
dawcow charakteryzowaly si¢ mniejszg liczbe gatunkow hodowlanych (odpowiednio 48 i 56).
Ponadto w probkach kalu pobranych od dawcy C stwierdzono najwigksza liczbe unikalnych
gatunkow (29). Co ciekawe, poddajaca si¢ hodowli ,,mikrobiota rdzeniowa” sktadata si¢ tylko
z 16 gatunkow.

W kolejnym kroku ocenili§my obecnos¢ zidentyfikowanych gatunkow w czasie, tj. w ciggu 10

dni pobierania probek (Ryc. 4).

Rycina 4.
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Wykazano, ze najbardziej trwatym gatunkiem byta Escherichia coli, ktora wykryto we
wszystkich prébkach. W wigkszosci probek wykryto rowniez inne gatunki, takie jak
Enterococcus faecalis, Streprococcus parasanguinis, Bifidobacterium adolescentis,
Enterococcus faecium i Streptococcus salivarius, jednak ich trwato$¢ roznita si¢ znacznie
miedzy dawcami (Ryc. 4).

Zauwazalne jest, ze mnogos¢ gatunkow bakterii wystepowata tylko w poszczegdlnych dniach.
Moze to by¢ konsekwencjg btedu systematycznego tej metody lub prostej jednorazowej zmiany
w zalezno$ci od spozywanego pokarmu. Dlatego tez, stosujac hodowle konwencjonalne jako
strategie ewaluacyjng do oceny jakosci probek kalu, wazne jest powtarzanie pobierania
probek od poszczegdlnych dawcdw przez kilka dni. Pojedyncze pobieranie probek moze

dostarczy¢ niereprezentatywnych i prawdopodobnie falszywych wynikow.

W trzeciej porownywanej metodzie — NGS i sekwencjonowaniu regionéw V3-V4 16S rDNA
bakteryjnego wykazali§my, Ze na poziomie rodzaju najbardziej dominujacymi taksonami byty
Bacteroides i Faecalibacterium, ze wzgledna liczebnoscig w kazdej probce odpowiednio nie
mniej niz 35% 1 11% (Rycina 5).

Rycina 5.
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Dla wszystkich probek obliczono wskaznik réznorodnosci Shannona wraz ze wskaznikiem
Pielou, a do okreSlenia, czy wystepuja migdzy nimi jakiekolwiek roznice statystyczne,
zastosowano test Kruskala-Wallisa. Wskaznik Shannona byt podobny dla dawcow A i B, ze

$rednimi warto$ciami rownymi 10,11 i1 10,02, podczas gdy dla dawcy C byt nieco, ale istotnie
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wyzszy — 10,39 (p = 0,0191 dla dawcy A w porownaniu z C i p = 0,0005 dla dawcy B w
porownaniu z C wedtug testu Kruskala-Wallisa, wartos¢ H = 12,18; Rycina 6).
Rycina 6.
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Biorac pod uwage, ze powyzszy test statystyczny dla znaczacych réznic dat dwie pary, dawca
A kontra C i dawca B kontra C, pary te poddano analizie ANCOM. W pierwszym przypadku
analiza ANCOM wykazata, ze dwa rodzaje Gram-ujemnych, bezwzglednych beztlenowcow sa
liczniejsze w probkach od dawcy C; byty to Acidaminococcus i Paraprevotella. Ta sama analiza
wykazata, ze rz¢dy Anaeroplasmatales i Gastranaerophilales sg bardziej obfite w prébkach od
dawcy A. Analiza ANCOM drugiej pary (dawca B kontra C) wykazata, ze Anaeroplasma jest
bardziej obfita u dawcy B, wraz z rodzajami Holdermanella i dwiema niezbyt dobrze opisanymi
rodzinami bakterii - Muribaculaceae 1 Puniceicoccaceae, czionkami odpowiednio
Bacteroidetes i Verrucomicrobia. Jesli chodzi o taksony bardziej obfite w mikroflorg dawcy C,
wykryto dwoch czlonkéw typu Firmucutes: Lachnospiraceae i Dialister. Podobnie jak w
przypadku klasycznych eksperymentow z hodowla, oceniono stabilno$¢ mikroflory jelitowej w
czasie. Chociaz nie wykryto zadnych statystycznie istotnych rdznic, analiza gtownych
wspohrzgdnych (PCoA) na wskazniku odmienno$ci Braya-Curtisa pokazuje, ze ogodlne
podobienstwo wewnetrzne probek w czasie od dawcy C bylo znacznie wyzsze niz w przypadku
innych dawcOow. Grupowanie skladu bakteryjnego kalu u dawcy C wskazuje na

najbardziej stabilny sklad mikroflory jelitowej w czasie (Rycina 7).
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Rycina 7.
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Kazda z metod opisanych w tym badaniu ma swoje zalety i wady. Klasyczne hodowle sg
stosunkowo tanie i powszechnie dostepne, ale wykazano, ze metody na nich oparte moga
wykry¢ tylko do 20% wszystkich taksonow bakterii obecnych w danej probece (a w ogole w
mikrobiocie catego globu hodowlami uzyskano jedynie okoto 1% bakterii). Metody oparte na
sekwencjonowaniu nowej generacji sg bardziej precyzyjne, niezalezne od etapu hodowli i moga
bardziej szczegdtowo opisa¢ kazda spotecznos¢ bakteryjng. Jednak sa one réwniez znacznie
drozsze, pracochtonne, moga wprowadza¢ btedy i nie rozrdzniaja zywych i martwych
mikroorganizméw. Aby rozwigza¢ ten problem, mozna zastosowa¢ takie metody, jak
cytometria przeptywowa ze znakowaniem fluorochromami (FCM), poniewaz umozliwiaja one
rozroznienie zywych i martwych bakterii. Na podstawie tego badania i analizy literatury jasne
jest, ze nie ma uniwersalnej metody oceny mikrobioty jelitowej czlowieka, a zwlaszcza, ze
niektére metody, takie jak FCM, mogg dawac¢ tylko ograniczone wyniki. Jednak w polaczeniu
metody przedstawione w tym badaniu mogg wygenerowac szczegétowy obraz przekroju
jakosciowego i ilosciowego mikrobioty jelitowej dla potrzeb prowadzenia FMT.

W tym badaniu wykazali§my, ze posiewy katu charakteryzuja si¢ bardzo duza zmiennos$cia.
Tworzac diagram Venna, zidentyfikowano ,,podstawowa, rdzeniowg mikrobiote poddajaca si¢
hodowli”, ktora sktadata sie tylko z 16 gatunkow. Najwiecej gatunkow, glownie beztlenowych,
uzyskano od dawcy C, ktory byt regularnym dawcg katu dla banku katu na cele wytwarzania
FMT. Dawca C charakteryzowal si¢ istotnie statystycznie wyzsza zawarto$cig gatunkow
uznawanych za korzystne (Faecalibacterium, Bacteroides, Barnesiella, Blautia, Roseburia,
Butyricimonas). Ogolna bior6znorodno$¢ mikrobiomu katu dawcy C byta statystycznie istotnie
wyzsza niz od dawcow A i B. Stabilno$¢ mikrobiomu w czasie byta rowniez wigksza dla dawcy

C. W ocenie zywotnosci komoérek bakteryjnych wyrozniono trzy grupy komorek: zywe, martwe
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i nieznane. Populacja ,,nieznanych” komorek zawierata grupe komorek podwojnie ujemnych
(SYTO9-, PI-), ktore wedlug nas moga by¢ sporami bakteryjnymi lub ewentualnie bakteriami
o bardzo grubej 1 niepoddajacej si¢ tatwej destrukcji §cianie komdrkowej. Obecnos$¢ podwajnie
ujemnej populacji komorek korelowata ze wzgledng iloscig Anaeroplasma, bakterii (0 grubej
$cianie, tworzacej takze spory) ktdre pojawiaja si¢ czeSciej w mikroflorze jelitowej ,,nie-
dawcow” (dawcoéw nienadajacych si¢ do FMT) — moze to by¢ markerem nieprawidlowej
mikrobioty. JednoczeSnie wykazano, ze screening na dawce mnikrobioty jelitowej ma
kolosalne znaczenie biorac pod uwage parametry mikrobioty oceniane powyzszymi
metodami. Kazda z tych obserwacji powinna by¢ brana pod uwage w procesie
przygotowywania preparatow dla biorcow podwyzszonego ryzyka, jak pacjenci zaGvHD

(i wyniki te wykorzystano przy tworzeniu banku Human Biome Institute — opis nizej).

Ad. 2. Bilinski J, Dziurzynski M, Grzesiowski P, Podsiadly E, Stelmaszczyk-Emmel A,
Dzieciatkowski T, Lis K, Tyszka M, Ozieranski K, Dziewit L, Basak GW. Fresh Versus Frozen
Stool for Fecal Microbiota Transplantation-Assessment by Multimethod Approach
Combining Culturing, Flow Cytometry, and Next-Generation Sequencing. Front Microbiol.
2022; 13:872735.

W kolejnej pracy, bedacej dalszym etapem rozwijania metodologii produkcji FMT szczeg6lnie
do celow leczenia pacjentdw wysokiego ryzyka, zastosowaliémy wyzej opisane metody do
kolektywnej analizy dwoch rodzajow preparatyki kalu — Swiezej 1 po mrozeniu bez dodatku
krioprezerwantow przed przetworzeniem. Mrozenie samego kalu, bez dodawania
krioprotektantow, jest najczestszg praktyka przy pobieraniu probek od pacjentow, ale wedtug
wiedzy autorow jest réwniez praktykowane przy przechowywaniu kalu do produkcji
preparatow mikrobioty kalowej do podawania biorcy, nie tylko historycznie (Gustafsson i in.,
1999), ale takze z bardzo dobrymi wynikami, nie odbiegajagcymi od innych obecnie
(Grzesiowski i in., 2015). Dodawanie krioprotektantow, wedlug niektérych autor6w moze
zmienia¢ parametry mikrobioty jelitowej, jednak samo zamrazanie w temperaturze -20/-30°C
catej probki kalu przed przygotowaniem preparatu nie zostalo dotychczas opisane, chociaz
opisy takiego zamrazania moga sugerowac, ze pobranie i zamrozenie catego katu moze by¢
bardzo skuteczne (Vandeputte i in., 2017) 1 by¢ moze bardziej ,,naturalne”, co ma szczegdlne
znaczenie dla pacjentow ze skomplikowanymi, szczegdlnie na podtozu immunologicznym,
chorobami, jak aGvHD. Celem pracy byto poréwnanie jakosci preparatow FMT otrzymanych

ze $wiezego kalu z preparatami otrzymanymi z kaldow zamrozonych w temperaturze —30°C bez
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kriokonserwacji i obrobki przed zamrozeniem. Hipoteza badawcza zaktadata, ze taki protokot
konserwacji (zamrozenie calego stolca, nastgpnie rozmrozenie i przetworzenie) jest roéwnie
skuteczny jak klasyczny $§wiezy preparat FMT. Do przetestowania tej hipotezy zastosowano
trzy uzupehliajace si¢ metody, opisane i zwalidowane wczesniej, w tym: (i) hodowle w
warunkach tlenowych i beztlenowych, (ii) pomiar zywotnos$ci metodg cytometrii przeplywowe;j
oraz (iii) sekwencjonowanie nowej generacji (metody opisane i zwalidowane przez nas w
publikacji powyzej). Postulowalismy, ze kat sam w sobie ma wtasciwosci ochronne dla bakterii,
a jego obrobka przed zamrozeniem nie jest obowigzkowa, poniewaz warunki beztlenowe
panujace w kale 1 niska zawarto$¢ substancji uwodnionej mogg by¢ naturalnym

kriokonserwantem.

Do eksperymentdw w niniejszej pracy wykorzystano dziesie¢ kolejnych stolcow oddanych
przez kazdego z trzech (scharakteryzowanych w pracy wyzej) dawcow (w sumie 30 stolcow
podzielonych na dwie rowne czes$ci w celu przygotowania 60 zawiesin mikrobioty jelitowej, 30
ze Swiezego 1 30 z zamrozonego katlu). Kazdg probke kalu po oddaniu i przewiezieniu do
laboratorium podzielono na dwie rowne cze$ci. Polowe kazdego katlu przetwarzano
natychmiast, a drugg potowe przechowywano w stanie zamrozonym, bez zadnej obrobki, w
temperaturze —30°C przez $rednio 15 dni, a nastgpnie rozmrazano i przetwarzano w taki sam
sposob, jak Swiezg probke katu. Wszystkie probki przygotowano w jednakowym czasie 1 W ten
sam sposob w warunkach tlenowych poprzez homogenizacje, rozcienczenie w 0,9% NaCl 1
przesianie przez sterylng gaze lub sita w celu uzyskania klarownego, jednorodnego ptynu
bedacego zawiesing katu. Tak przygotowany material zarowno ze §wiezego, jak 1 mrozonego
katu podzielono nastepnie na trzy czesci — jedng do oceny metoda cytometrii przeptywowej w
metodzie LIVE/DEAD (Molecular Probes, Oregon, Stany Zjednoczone), druga do wykonania
hodowli klasycznej oraz trzecie do natychmiastowej izolacji DNA do sekwencjonowania
regiondw zmiennych V3-V4 16S rDNA (1gcznie 60 probek). Rycina 1 przedstawia protokot
badawczy, ktorego uzylisSmy w tej pracy.
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Rycina 1.

"

A B C
Y Y Y
10x 10x 10x
& & &

Y VY
o b b

fresh frozen

ANALYSIS

16S rDNA Colonies identification  Flow cytometry
amplicons with MALDI-TOF with LIVE/DEAD
BacLight™ staining

W analizie za pomocg cytometrii przeplywowej w metodzie LIVE/DEAD w kazdej z opisanych
juz wcezesniej grup (komorek zywych, martwych, nieznanych, w tym podwojnie ujemnych
ocenianych przez nas jako spory bakteryjne lub bakterie o wybitnie grubej $cianie komorkowej)
wykryto wyrazng zmiang liczby komoérek w wyniku zamrozenia catego stolca i nastepnie
rozmrozenia 1 procesowania do wytworzenia zawiesiny mikrobioty jelitowej w warunkach
aerobowych (Ryc. 1 — czerwone stupki — mikrobiota $wieza, niebieskie mikrobiota mrozona).
Zamrazanie i rozmrazanie calego kalu w celu przygotowania zawiesiny mikrobioty
jelitowej spowodowalo prawie 4-krotne zmniejszenie liczby zywych komoérek w probkach
od wszystkich dawcow. Srednio 68,88% (SD = 10,85%) komoérek w kazdej §wiezej probee
zostato sklasyfikowanych jako zywe, podczas gdy komorki zywe stanowity tylko 15,08% (SD
= 6,08%) wszystkich komorek w probkach zamrozonych. Odsetek martwych komorek
wzrost Srednio czterokrotnie (Swieze: 6,51%, mrozone: 27,45%), podczas gdy nieznana

grupa wzrosta dwukrotnie (Swieza: 24,60%, mrozona: 57,47%). Podgrupa SYTO9-PI-
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odnotowala 2,5-krotny wzrost (Swieze: 15,16%, mrozone: 39,20%). Wszystkie zmiany

pomiedzy grupami §wiezymi i mrozonymi byly istotne statystycznie.

Rycina 2.
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Probki od dawcy C wydawaty sie reagowac bardziej przewidywalnie na zamrazanie niz probki
od pozostatych dwoch dawcow. Mozna to wytlumaczy¢ bardziej stabilnym sktadem mikrobioty
dawcy C, jak udowodniono wczesnie;.

Eksperymenty prowadzone na $wiezych probkach pozwolity wyhodowa¢ 103 gatunki bakterii,
podczas gdy po zamrozeniu i rozmrozeniu catego katu te same probki dostarczyty tylko 69
gatunkéw; 47 z tych 69 gatunkow wykryto rowniez w §wiezych probkach, podczas gdy 22 byty
unikalne dla prébek zamrozonych. Dawca C charakteryzowat si¢ najwigkszym spadkiem liczby
gatunkéw mozliwych do wyhodowania - z 63 do 33, nastepnie dawca B, z 53 do 31, i dawca
A, z 48 do 44 (Ryc. 2). Nalezy zauwazy¢, ze tylko 31 ze 103 wykrytych gatunkoéw bakterii
znaleziono w zawiesinach przygotowanych z tego samego katu przed i po zamrozeniu. To
dodatkowo potwierdza nasz wniosek z poprzedniej pracy, ze chociaz metoda MALDI-TOF jest
bardzo precyzyjna, wymaga powtarzalnego pobierania prébek w kolejnych nastepujacych po
sobie wyproznieniach podczas badania réznych spolecznosci bakteryjnych. Co ciekawe,
mrozone probki wykazaly wigksza liczbe ,,wysoce trwatych” gatunkow, czyli gatunkow
wykrytych we wszystkich probkach od tego samego dawcy. We wszystkich probkach §wiezych
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wykryto tylko Escherichia coli, podczas gdy w probkach zamrozonych wykryto Bacteroides

ovatus, Bacteroides vulgatus, Escherichia coli, Lactococcus garvieae i Weissella confusa.

Rycina 3.
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Sekwencjonowanie NGS uzyskane ze §wiezych i mrozonych probek zostato przeprowadzone
przy uzyciu tej samej metodologii. Rycina 4 przedstawia roznice we wzglednych gestosciach
bakterii miedzy Swiezymi 1 mrozonymi probkami na poziomie taksonomicznym rodzaju.
Gtownym zrodlem roéznic migdzy badanymi grupami byl rodzaj Bacteroides.
Zaobserwowali$my, ze bakterie Bacteroides byly bardziej obfite w §wiezych niz mrozonych
probkach $rednio o 21,51 punktu procentowego. Cztonkowie klasy Clostridiales, ktora okazata
si¢ charakterystyczna dla mrozonych probek, byli znacznie bardziej rozproszeni. Najwigkszy
udziat w tym trendzie miaty Faecalibacterium (wigcej w probkach mrozonych o 4,89 punktu
procentowego), grupa Ruminococcus 2 (wigcej w probkach mrozonych o 4,09 punktu

procentowego) i Agathobacter (wigcej w probkach zamrozonych o 3,16 punktu procentowego).

27



Rycina 4.
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Analiza bioréznorodnosci alfa wykazala, ze w wigkszosci przypadkow wybrane wskazniki
roznorodnosci biologicznej byly nieco nizsze dla prébek mrozonych, ale nie wykryto
istotnych statystycznie réznic przy poréwnywaniu probek swiezych i mrozonych od tego
samego dawcy. Nie stwierdzono réwniez istotnych roznic w poréwnaniach wybranych
wskaznikow bioréznorodnosci pomiedzy wszystkimi prébkami $wiezymi i wszystkimi
probkami mrozonymi.

Analizy réznorodnosci beta z wykorzystaniem wizualizacji PCoA na wskazniku Braya-
Curtisa (ilosciowym 1 jako$ciowym) oraz wskazniku Jaccarda (tylko jakosciowy) wykazaly
wyrazne Kklastry, ze Swiezymi i mrozonymi probkami skupionymi woko6t dawcow. Pokazuje
to, ze chociaz mrozenie wprowadzito pewne istotne réznice w sktadzie mikrobioty, roznice te
byly silniejsze dla par §wiezy/mrozony niz poszczeg6lnych dawcow (Ryc. 5). Ten podziat
mozna czgéciowo przypisa¢ zmianom we wzglgdnej obfitosci rzgdow Bacteroidales i

Clostridiales.

Rycina 5.
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Wykazano kilka korelacji migdzy wynikami NGS a wynikami cytometrii przeptywowej, dla
zawiesin przygotowanych zaréwno ze S$wiezego, jak i mrozonego katu. Nasze wyniki pokazuja,
ze najwigce] korelacji mozna zaobserwowac¢ dla probek dawcy B i podfrakeji cytometrii
przeptywowej SYTO9—, Pl-. Rodzaj Anaeroplasma tak jak w poprzedniej pracy, dla prébej
$wiezych byt dodatnio skorelowany (korelacja = 0,9377) z podfrakcja SYTO9—, Pl-, a
Holdemanella byt skorelowany ujemnie (korelacja = —0,6982) z ta sama podfrakcja w §wiezych
prébkach dawcy B.

Podsumowujac, Nasze wyniki wyraznie pokazuja, ze zamrazanie calego kalu bez zadnego
buforu kriokonserwujacego znaczaco zmienia profil mikrobioty jelitowej. Zmiane te
mozna wykryé przede wszystkim za pomoca polaczenia zastosowanych przez nas metod,
a najbardziej dzieki cytometrii przeplywowej i hodowlom klasycznym.

Cytometria przeptywowa z barwieniem komoérek wykazata, ze zamrazanie powoduje istotne
zmiany we wszystkich obserwowanych frakcjach. Liczba zywych komorek spadla
czterokrotnie, z okolo 70% do 15%, podczas gdy pozostale dwie frakcje, martwe i
nieznane, liczba komorek wzrosla czterokrotnie i podwoila si¢, przy czym frakcja
nieznana stala si¢ dominujaca, ze Srednim udzialem 57,47% na probke. Zmiany te
zaobserwowano u wszystkich trzech dawcow i nie wykryliSmy migedzy nimi zadnych istotnych
roznic. Nalezy jednak zauwazy¢, ze gdyby$Smy zastosowali cytometri¢ przeplywowa bez
barwienia komorek (rozréznianie komoérek martwych i zywych), nie zaobserwowaliby$Smy
roznic miedzy probkami Swiezymi 1 mrozonymi. Ta obserwacja dodatkowo podkresla fakt, ze
tutaj wyniki NGS moga by¢ znacznie mylace, poniewaz opieraja si¢ gtéwnie na DNA z
martwych komorek, a zatem rdznice w rzeczywistym zywym, aktywnym sktadzie mikrobioty
moga by¢ znacznie wigksze i widoczne dopiero jesli zastosowano sortowanie komorek dla
frakcji zywej 1 martwej przed izolacja DNA. Ma to kolosalne znaczenie dla wnioskowania
jak przygotowywa¢ preparaty do FMT, szczegolnie dla pacjentéw z innymi niz zakazenia
C. difficile chorobami, szczegdlnie GvHD. Nasze analizy wskazaly, ze aby podaé
pacjentom z GvHD preparaty najlepsze jakosciowo nalezy wybra¢ preparat swiezy lub
mrozony z dodatkiem Kkriokonserwantéw (przedmiot osobnej pracy naukowej, bedacej
aktualnie w fazie przygotowania manuskryptu). Dodatkowo, aby pacjenci mogli by¢ leczeni
preparatami bezpiecznymi, bardzo dokladny screeninng dawcow oraz wytwarzanie w
warunkach beztlenowych sa warunkiem koniecznym do spelnienia (dane w trakcie

opracowywania w Human Biome Institute).
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Ad. 3. Bilinski J, Lis K, Tomaszewska A, Grzesiowski P, Dzieciatkowski T, Tyszka M,
Karakulska-Prystupiuk E, Boguradzki P, Tormanowska M, Halaburda K, Waszczuk-Gajda
A, Wiktor-Jedrzejczak W, Basak GW. Fecal microbiota transplantation in patients with acute
and chronic graft-versus-host disease-spectrum of responses and safety profile. Results from
a prospective, multicenter study. Am J Hematol. 2021; 96(3):E88-E91.

Majgc do$wiadczenie w stosowaniu FMT u pacjentdw z nowotworami hematologicznymi,
skolonizowanymi bakteriami opornymi na antybiotyki (ARB) i ze wzgledu na to, ze pacjenci z
GvHD jelit sg czesto skolonizowani ARB oraz majg bardzo zte rokowanie w przypadku
sterydoopornosci, W trakcie eksperymentu badawczego STOP ARB (clinicaltrials.gov -
NCT02461199) postanowili$my wigcza¢ do niego takze pacjentow z ostrag (a) lub przewlekta
(c) GvHD skolonizowanych ARB, aby w odrgbnej (niniejszej) pracy podsumowaé wyniki
wptywu FMT na przebieg aGVHD. Na moment publikacji byta to jedna z dwoch najliczniej
opublikowanych kohort opisujacych pacjentéow leczonych FMT z powodu aGvHD i,
dodatkowo, o ile nam wiadomo, pierwszy raport na temat FMT w cGvHD.

Lacznie wykonano 16 FMT u 11 pacjentéw z aGvHD (FMT powtdrzone u 3 pacjentow) i u 2
pacjentow z ¢cGvHD (Igcznie 13 pacjentow), w wieku 23-66 lat, chorujacych na rdzne
nowotwory hematologiczne, otrzymujacych standardowa profilaktyke immunosupresyjna
cyklosporyng i metotreksatem (w schematach mieloablacyjnych) lub mykofenolanem mofetylu
(w schematach o zmniejszonej intensywnos$ci kondycjonowania) z ATG lub bez (w zalezno$ci
od rodzaju dawcy 1 zrodta komoérek). Mediana czasu od alloHCT do rozpoznania aGvHD
wyniosta 54 dni (zakres 19—125). Wszyscy z wyjatkiem jednego pacjenta z aGvHD byli oporni
na steroidy i mieli zajecie przewodu pokarmoweg0 (mediana stopnia: 3); dodatkowo osiem
mialo objawy skérne (mediana stopnia: 3), a pig¢ miato objawy zajecia watroby (mediana
stopnia: 1) w procesie aGvHD. Mediana czasu od rozpoznania aGvHD do pierwszego leczenia
FMT wyniosta 45 dni (25489 dni). Wiekszo$¢ pacjentow nadal przyjmowata sterydy podczas
FMT (mediana dawki 0,5 mg metyloprednizolonu/kg masy ciala). Wszyscy pacjenci byli
skolonizowani ARB (od 1 do 3 ARB na pacjenta). Trzech pacjentow poddano drugiemu FMT,
dwom z powodu nawrotu aGvHD i jednemu w celu poglebienia odpowiedzi (pacjent uzyskat
czesciowa odpowiedz po pierwszym FMT).

W 11 z 14 (71%; dwie procedury FMT zostaly wylaczone z analizy z powodu przedwczesnej
$mierci 1 braku osiggnig¢cia przez pacjentow pierwszego punktu kontrolnego) nastgpita
dekolonizacja dekolonizacja co najmniej jednej ARB. Ogoélny wskaznik odpowiedzi (ORR)

u pacjentéw z aGvHD osiagnal 57% (8/14 FMT), w tym calkowita remisja (CR) wystapila
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po wykonaniu 42% (6/14) FMT (Rycina 1A). Mediana czasu trwania odpowiedzi do
wystapienia nawrotu choroby, zgonu lub do ostatniej wizyty kontrolnej wyniosta 153 dni (17—
757). Pacjentom z cz¢$ciowa remisja (PR) zaproponowano drugi zabieg; jeden z nich zgodzit
si¢ 1 osiagnat CR, drugi odmowit i pozostat w PR przez 757 dni, az do chirurgicznego usunigcia
zajetej dlugosci jelita cienkiego, co zakonczyto si¢ CR. Co ciekawe, sposrod trzech pacjentow,
ktorzy nie odpowiedzieli na leczenie ruksolitynibem (P7, P8, P11), czyli lekiem, ktéry w 2020
roku uzyskat pozytywne wyniki w badaniu klinicznym w leczeniu sterydoopornej a GvHD
(Zeiser R, N Engl J Med 2020; 382:1800-1810), dwoch uzyskatlo CR po FMT (PS8, P11).
Wszyscy pacjenci oporni na leczenie FMT zmarli w ciggu 200 dni po zabiegu, a mediana
przezycia calkowitego (OS) wyniosta 66 dni. U pacjentéw z odpowiedzig na leczenie FMT
mediana OS wyniosta 332 dni (HR 0,18 95% CI 0,03-0,93, p < 0,005; ryc. 1B).

Rycina 1.

(A) Outcomes and timeline of the procedures performed in patients with acute graft-versus-host disease.
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Wiekszo$¢ pacjentow, u ktorych wystapila odpowiedz na FMT (6/8; 75%), przeszla zabieg
FMT w lepszym stanie ogélnym (ECOG <2; Rycina 2).

Rycina 2.
6- Fisher's exact test
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Ciezkie zdarzenia niepozadane (SAE) rozpoznano u 8 (56%) pacjentéw (stopien 3-5;
Tabela 1). Dwa SAE byly wczesnymi zgonami w ciggu 7 dni od FMT. Wickszos¢ SAE i1 AE
sklasyfikowano jako niezwigzane z FMT (niedrozno$¢ jelit, zapalenie okreznicy, zapalenie
oskrzeli 1 phluc, ptatowe zapalenie ptuc i jeden wstrzas septyczny); jednakze jeden epizod
wstrzasu septycznego, jeden epizod sepsy 1 jeden przypadek zakazenia przewodu
pokarmowego wywotanego przez Norowirusa (przypadek opublikowany w Transplant Inf Dis)
byty prawdopodobnie (jeden wstrzas septyczny i jeden posocznica) lub na pewno (zakazenie
Norowirusem) zwigzane z wykonywanym FMT. Sepsa i wstrzas septyczny uwazane za
zwigzane z FMT byly spowodowane przez szeroko wrazliwe patogeny (E. coli). Oba przypadki
rozwinely sie <6 godzin po zabiegu. Zadne z tych zdarzen nie zakonczylo sie $miercig.
Ponownie zaobserwowaliSmy trend, zgodnie z ktorym wiekszo$¢ powiklan wystepowala u
pacjentéw z p6zna decyzja o leczeniu FMT i w gorszym stanie ogolnym (ECOG >2), ale
roznica miedzy grupami nie byla istotna statystycznie (ECOG <2; 33% vs. 83%, RR = 0,44;
95% CI 0,17- 1.13). Uwazamy, ze FMT w leczeniu aGvHD jelitowego powinno by¢
wykonywane na wczesniejszych etapach. Przypadki te pokazaly nam, ze pacjenci z GvHD
wymagaja $cistego monitorowania po zabiegu 1 bardzo dobrego nadzoru przez personel.
Jednocze$nie wnioskowaliSmy, iz nalezy zdecydowanie lepiej i bardziej szczegdlowo

prowadzi¢ screening dawcoéw mikrobioty jelitowej, aby preparaty byly najwyzszej jakosci 1
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bezpieczenstwa (podjeto decyzj¢, aby powota¢ Human Biome Institute - opis w dalszej czgsci

autoreferatu).

Ad. 4. Bilinski J, Jasinski M, Tomaszewska A, Lis K, Kacprzyk P, Chmielewska L,
Karakulska-Prystupiuk E, Mullish BH, Basak GW. Fecal microbiota transplantation with
ruxolitinib as a treatment modality for steroid-refractory/dependent acute, gastrointestinal
graft-versus-host disease: A case series. Am J Hematol. 2021; 96(12):E461-E463. doi:
10.1002/ajh.26365.

W Kkolejnej pracy zdecydowano si¢ wprowadzi¢ modyfikacje do pierwotnego protokolu
FMT u pacjentow z aGvHD (w szczegélnos$ci postacia jelitowa) i przygotowaé schemat
leczenia pacjentow z aGvHD, szczegolnie postacig jelitowa pod planowane badanie
kliniczne. W zwigzku z wynikami badania randomizowanego z ruxolitinibem (Zeiser R, N Engl
J Med 2020; 382:1800-1810) i prawdopodobnym umieszczeniem ruxolitinibu w najblizszych
wytycznych (zarowno europejskich jak i amerykanskich) dotyczacych leczenia sterydooporne;j
postaci aGvHD, a takze biorgc pod uwage mozliwe komplementarne mechanizmy dzialania
ruksolitynibu i FMT, przeszlismy od pozytywnych wstepnych obserwacji klinicznych (w
publikacji powyzej opisano pierwszych pacjentéw, ktdrzy otrzymali obie formy terapii), do
zaoferowania  terapii  skojarzonej  ruksolitynibpem i FMT  pacjentom  ze
sterydooporna/sterydozalezng postacig jelitowa aGvHD. Wedlug naszej wiedzy bylo to
pierwsze doniesienie na temat takiej terapii skojarzonej.

Ruksolitynib jest doustnym selektywnym inhibitorem JAK1 i JAK2. Kinaza janusowa (JAK)
oraz przekazniki sygnatu i aktywatory szlakow sygnalowych transkrypcji (STAT) odgrywaja
wazng role w aktywacji komorek odpornosciowych i zapaleniu tkanek podczas ostrej GVHD,
w tym komorek dendrytycznych i granulocytow obojetnochtonnych. Uszkodzenie tkanek
zwigzane z ostrg GvHD, jest napedzane przez cytokiny zapalne, w ktorych dziataniu
posrednicza czeSciowo kinazy JAK. Juz w badaniach przedklinicznych i badaniach klinicznych
wczesnych faz z zastosowaniem ruxolitinibu do leczenia aGvHD okazalo si¢, ze zmniejsza on
czesto$§¢ wystepowania i nasilenie GvHD in vivo, jednocze$nie zachowujac mechanizm
,przeszczep przeciwko biataczce”. Majac te wiedz¢ postanowiliSmy potaczy¢ oba mechanizmy
dziatania immunomodulujacego — po pierwsze ruxolitinibu, a po drugie plejotropowego
oddziatywania antygenowego na uklad odpornosciowy mikrobioty jelitowej 1
przeprowadziliSmy pilotazowe badanie, taczac obie formy terapii. OpisaliSmy seri¢

przypadkéw (Tabela 1), w ktorej kazdy pacjent w zwigzku ze stwierdzeniem sterydoopornej
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lub sterydozaleznej jelitowej postaci aGvHD w stopniu ciezkim otrzymat ruxolitinib oraz

transplantacj¢ mikrobioity jelitowe;.

Tabela 1.
TABLE 1 Summary of treatment course and results in patients treated with ruxolitinib and fecal microbiota transplantation (FMT)
Day after alloHCT
Underlying Time from Severity of Gl- Prophylaxis and when steroid Ruxolitinib
disease and Antibiotic-resistant alloHCT to aGVHD (max. treatment of aGvHD  refractoriness/ (day of first
Case type of organisms colonizing  diagnosis of Grade di before itinib and  dependency was dose after FMT (days Response to therapy of
no. alloHCT Conditioning regimen  the gut before alloHCT aGVHD MAGIC) FMT (summary) diagnosed alloHCT) after alloHCT)  ruxolitinib + FMT
1 AML, MUD FLU TBI: Total body P. aeruginosa MBL +45 v Anti-Thymocyte +73 +185 96,99,102  Very short response
irradiation (200 cGy) Globulin after FMT,
and Fludarabine Metothrexate, stabilization after
30 mg/m? (5 days); cyclosporine A, ruxolitinib adding for
RIC budesonide, approx. 100 days.
methylprednisolone, Formally NR
mycophenolate
mofetil, tacrolimus
2 ALL, MRD FLU MEL: Fludarabine  Klebsiella pneumoniae  +36 v Metothrexate, +53 449 60,61,81  CRgut and PR skin
30 mg/m? (5 days), MBL, K. pneumoniae cyclosporine A,
Melphalan 70 mg/m®  ESBL, Pseudomonas budesonide,
{2 days), RIC aeruginosa MBL, methylprednisolone,
Enterobacter mycophenolate
asburiae ESBL, mofetil, tacrolimus,
Candida glabrata, C. photopheresis
crusei
3 ALL MRD FLU MEL: Fludarabine  E. coli ESBL +19 v Metothrexate, +29 +46 84,93,106 CR
30 mg,’m2 (5 days), K. pneumoniae ESBL, cyclosporine A,
Melphalan 70 mg/‘m2 C. difficile budesonide,
{2 days); RIC Methylprednisolone,
tacrolimus
4 AML, MUD FLU Bu4: Fludarabine K. pneumoniae ESBL +17 v Anti-Thymocyte +42 +39 58, 66,73 131, CR
30 mg/m? (5 days), Globulin, 138, 149
Busulphan 3.2 mg/kg Metothrexate,
{4 days); MAC cyclosporine A,
budesonide,

methylprednisolone,

tacrolimus

Abbreviations: ALL, acute lymphoblastic leukemia; alloHCT, allogeneic hematopoietic cell transplantation; AML, acute myeloid leukemia; CR, complete remission; FMT, fecal microbiota transplantation; Gl-aGVHD,
gastrointestinal, acute graft-versus-host disease; MAC, myeloablative conditioning; MRD, matched related donor; MUD, matched unrelated donor; PR, partial remission; RIC, reduced intensity conditioning.

Wypracowali$my protokol, w ktéorym po wlaczeniu ruxolitinibu w malej dawce pacjent
otrzymuje ,,sesje FMT?”, czyli lacznie do 6 podan mikrobioty jelitowej, dazac do uzyskania
calkowitej remisji. Dodatkowo, dwoch ostatnich pacjentow, u ktorych odpowiedz byta
najbardziej wyrazista 1 spektakularna otrzymato preparaty wytwarzane wg nowego protokotu,
catkowicie w warunkach beztlenowych, w technologii produkcyjnej opracowanej w spin-off
WUM Human Biome Institute, z bardzo restrykcyjnym skriningiem dawcéw mikrobioty
jelitowej, aby uzyskaé¢ maksymalne bezpieczenstwo i jako$¢ preparatow mikrobioty jelitowej.
Lacznie 3 z 4 (75%) opisanych pacjentéw uzyskalo calkowite remisje (CR; Rycina 1) i
pilotaz ten wskazat na konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan, w tym badan o najwyzszej
dowodowosci (randomizowanych, kontrolowanych placebo) aby potwierdzi¢ badz
zweryfikowa¢ wyniki naszego pilotazu, iz polaczenie ruxolitinibu z sesjami FMT (w
szczegblnosci preparatdéw bogatych w beztlenowce od dawcow poddawanych restrykcyjnemu

skriningowi) moze by¢ bardzo skuteczne, skuteczniejsze od obu form leczenia osobno.
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Rycina 1.
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Po tym pilotazowym doswiadczeniu widzimy ogromny potencjat w opisanej strategii (faczenia
ruxolitinibu i FMT w sesjach, jako podwoéjnej immunomodulacji) i sugerujemy
przeprowadzenie, oraz dazymy do przeprowadzenia, randomizowanego badania klinicznego,
aby znalez¢ odpowiedz i zbada¢, czy i jak gleboko FMT poprawia wyniki leczenia pacjentdw
z aGvHD. Widzimy realna szanse, iz efekt addytywny FMT w stosunku do ruxolitinibu
pozwoli nie tylko zmniejszy¢ stosowang dawke ruxolitinibu, niwelujgc jego dzialania
niepozadane, ale globalnie leczenie takie moze uzyska¢ duzo lepsze wyniki koncowe.
Pierwsze badanie kliniczne, zostalo zarejestrowane w bazie badan klinicznych clinicaltrials.gov

(NCT04269850).

Ad. 5. Qiao X, Bilinski J [wspot-pierwszy autor i autor korespondencyjny], Wang L, Yang
T, Luo R, FuY, Yang G. Safety and efficacy of fecal microbiota transplantation in the

treatment of graft-versus-host disease. Bone Marrow Transplant. 2023 Jan;58(1):10-19.
Po opublikowaniu przez nas i inne zespoty innych badan czy opisow przypadkow z
zastosowaniem transplantacji mikrobioty jelitowej w leczeniu aGvHD i1 w zwiazku z bardzo

zachecajgcymi wyniki tych doniesien postanowili§my, w ramach wspotpracy miedzynarodowej
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o wykonaniu przegladu systematycznego i metaanalizy, ktorego celem byta ocena skutecznos$ci
i bezpieczenstwa FMT w leczeniu GVHD po alloHCT.

Przeglad systematyczny zostal przeprowadzony zgodnie z zasadami opublikowanymi w
,Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analyses” (PRISMA).
Wyszukiwanie przeprowadzono dwukrotnie w bazach danych takich jak: PubMed, EMBASE,
Web of Science i Cochrane Library. Zawezono wyszukiwania do opisu badan wylacznie na
ludziach, opublikowanych do 1 maja 2022 r. wylacznie w jezyku angielskim. Sprawdzono
robwniez recznie cytowania dostepnych prac przegladowych 1 metaanaliz w celu
zidentyfikowania ewentualnych dodatkowych badan mozliwych do wigczenia do niniejszej
pracy. Przyjeto nastgpujace kryteria wilaczenia: (1) Randomizowane badania kontrolowane,
badania kohortowe, badania kliniczno-kontrolne, serie przypadkdéw i opisy przypadkéw; (2)
opublikowane w jezyku angielskim; (3) z populacja docelowa z rozpoznang ostrg lub
przewlekta GvHD po alloHCT; (4) w ktorej przeprowadzono FMT; (5) 1 w ktérej odnotowano
ktérykolwiek z nastgpujacych parametrow: odsetek odpowiedzi, remisji 1 zdarzen
niepozadanych. Jako kryteria wylaczenia przyjeto: (1) Recenzje, eksperymenty na zwierzetach,
eksperymenty w ramach nauk podstawowych i wielokrotnie publikowane te same doniesienia;
(2) Brak informacji do wyodrebnienia.

Ocena jakos$ci zostata przeprowadzona przez dwoch autoroOw niezaleznie, a rozbiezno$ci
zostaly rozwigzane w drodze dyskusji. Jako$¢ badan kohortowych oceniono za pomocg skali
Newecastle-Ottawa (NOS) na podstawie nastepujacych kryteridw: reprezentatywnos¢ populacji
z GvHD; otrzymanie FMT w cyklu leczenia GvHD; wykazanie, ze wynik leczenia nie byt
obecny na poczatku badania; jako$¢ wyniku - dlugos$ci (co najmniej 3 miesigce) i adekwatnosci
obserwacji. Do oceny jakosSci serii przypadkoéw i badan bez grup kontrolnych wykorzystano
IHE Quality Appraisal Checklist for Case Series Studies. Badania z 12 lub wigcej
odpowiedziami ,tak” wuznano za akceptowalng jako$¢ do wlaczenia do przegladu
systematycznego z metaanalizg.

Lacznie zidentyfikowaliSmy 22 publikacje opisujace 23 badania spelniajace okreslone
przez nas Kryteria w tym dwa badania z grupami kontrolnymi - byly to prospektywne
jednoosrodkowe badanie z Rosji oraz nierandomizowane, otwarte badanie kliniczne fazy /I z
Chin. Inne badania nie mialy grupy kontrolnej i byto to 10 badan prospektywnych, 2 badania
retrospektywne i 2 serie przypadkow, a takze 7 opisdw przypadkow (Rycina 1 i Tabela 1).

Te 23 badania podzielono na trzy grupy w zalezno$ci od rodzaju badania: odpowiednio
polaczono dwa badania prospektywne z grupami kontrolnymi, 10 badan prospektywnych bez

grupy kontrolnej oraz pozostate 11 badan retrospektywnych.
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Tabela 1.

Follow-up
Numb days
Number er of (and
. Route of . Response (and
Study Type of study Disease (?f Age Administration Donor FMTs endp0|.nt deaths in brackets) Adverse Events (n)
Patients per evaluating
patient time in
brackets)
a prospective cohort . - .
P pstuI(;/y 10 infectious events, all but one judged to be
Spindelboeck (NCT03819803) _ 53, 60, 59, 9-614days | 4CR 1PR, 4 NR (4 unrglated _to FMTs: three cases of ur_lnary tract
etal. . . steroid refractory Unrelated, infections, one case of pneumonia with
with 7 patients, and 9 24,54, 42, Colonoscopy 1~6 (Day 90) deaths) . . .
2021 ) aGVHD, stage IV 6; related, 3 Metapneumovirus, one case of gastroenteritis positive
. a compassionate-use 67, 39, 51 . . Lo
Austria(1, 2) - for Cytomegalovirus, and five cases of viremia (1
program with 2 LE A .
- adenovirus infection possibly related to FMT)
patients
. . 36-40, 40-45 One case died of intracerebral hemorrhage due to
. . steroid refractor ' ' . . ot
Qietal A pilot study y 26-30, 30-35, Nasoduodenal 90 days 4CR,2PRand 2 thrombocytopenia; 3 cases died after declining FMT
2018 Gl aGVHD, stage 8 Unrelated 1~-2 NR (4 deaths) -
China(3) (NCT03148743) v 46-50, 40-45, tube (Day 13) treatment due to complications of GVHD or
28, 20 economic reasons
Shouval et al. . . . . . . .
2018 a single-arm pilot steroid (_jependent 62, 41, 65, Capsules 40-99 days 2 CRand 5 NR (4 2 bacteremla.(not related to FMT), 3 pfitlent_s died
Netherlands(4 study (1)/resistant (6) 7 33 72.64. 59 (frozen) Unrelated 1~3 (Day 28) deaths) due to active GVHD, while 1 to an invasive
) (NCT03214289) Gl aGVHD e Y Aspergillosis of the brain
Malard et al.
2021 Phase 2 clinical trial Grade -1V, Multiple 365 davs 5CR, 2 VGPR, 2 Well tolerated, with mild infections and
France(5) HERACLES steroid-resistant, 24 N/A MaaT013 Unrelated N/A (Da 22;) PR, 15 NR (18 gastrointestinal disorders (not clear about the disease
(HERACLES (NCT03359980) Gl aGVHD Donor y deaths) name and number)
)
. Steroid dependent
';/(I)azlirgrz;it a Cogp?jrsrzoggﬁ use or steroid ('\:::n-:gl; Multiple 1-6 365 davs 17 CR,9VGPR, 4 1 case of sepsis (possibly related to FMT); C. difficile
prog y resistant, Grade 52 N/A . Unrelated (media Y PR, 22 NR (32 diarrhea 24 hours post-administration (not related to
(5) Access Program or nasogastric (Day 28)
(EAP) EAP) -1V, Gl ube) Donor n 3) deaths) MaaT013)
aGVHD
van Lier et al. a prospective, Steroid resistant . . S
2 related P , titls, , otitis, d fort of
2020 single-center, single- or steroid- 57 Nasoduodenal retate 180 days 10CR, 5NR (all neurmonia, Cystitis, Sepsis, otitis, discom (?r ©
. 15 13 1 nasoduodenal tube, cramps, nausea, transient
Netherlands arm pilot study dependent Gl (20-72) tube Unrelated (Day 28) 5 deaths) abdominal distention. requrgiitation
®) (ISRCTN14530574) aGVHD - fegurg
Bilinski et al a prospective Steroid refractory 17 -1 8 cases of serious adverse events:
' ! 5CR,3PR,5NR i i iti i
2020 | mulicemersudy | GVHD (e, | 13| 2ses | MSUREE D umeme | a2 | 8RR T e o (ot e
Poland(7) (NCT02461199) 2 chronic) ENT) P ' FI\SIT)




septic shock, sepsis, Norovirus-mediated
gastrointestinal tract infection (related to FMT)

Kakihana et A Pilot Study resi;;rt(/)clii en nasoduodenal Shouse 3 cases of abdominal pain, 2 cases of diarrhea, 2
al.2016 (UMINO0001511 P 4 64, 44, 48, 42 P . 1-2 28 days 3CR;1PR cases of pharyngolaryngeal pain, 1 case of belch, 1
Japan(8) 5) dent gut tube [relative case of nausea

P GVHD
Choi et refractory GI endcl)chF:)er or 3PR,INR (3
al.2020 A Pilot Study Y 4 N/A Py unrelated 1-4 N/A ' Bacteremia (n=3, not related to FMT)
aGVHD colonoscopy deaths)
Korea(9)
(frozen)
2EGD; 2
EGD+
; . 320- . . .
Goloshchano 2 Drospective nasointestina 1964 Nausea, abdominal pain and stomach rumbling
p _p P aGVHD grade | tube; 3 3 relatives; 5CR, 1PR, INR (43%), subfebrile rise of body temperature (29%),
v et al.2021 single-center 7 3-10 : 2~10 days e -
- 1-1v gelatin 4 unrelated (1 death) vomiting, pronounced abdominal flatulence and

Russia(10) study . (Day . . .

capsules with intestinal paresis (14%)
120)
frozen fecal
microbiota
Steroid refractory FMT group: 3EGD, 7 FMT group: 9 CR
Goloshchapo GI GVHD (15 nasointestinal ’ ;. . -
. FMT 19; 22 (3-49) . 15 9PR,1NR (1 Nausea, vomiting, abdominal pain, diarrhea,
v et al.2020 a prospective single- . tube, 13 gelatin 120 days L . . .
. acute, 4 chronic; control Control Unrelated 2~10 death); control constipation, fever, flatulence, intestinal paralysis,
Russia(11, center study ) capsules, 4 (Day 30) A . .
12) 10 cases stage IV group 8 group: 27 (1- lacebo , 4 related group: 1 CR, 4 PR, anorexia (milder in the FMT group than control)
) 52) P 3 NR (3 deaths)
capsules
median
>539 days FMT group: 18 CR,
anon- FMT group: .
Zhaoetal. | randomized,open- . EMT 23. | 30 (13-55) . in the FMT 2PR, 3NR (3 o _
Steroid refractory nasojejunal or group and deaths); control Thrombocytopenia, cardiac event, subileus, fever,
2021 label,phase control Control . Unrelated 1~7 . ) -
. L Gl GVHD nasogastric tube 107 days in group: 6 CR, 5 PR, vomiting, rash
China(3) I/11,clinical study group 18 group: 31.5 the control 7 NR (3 deaths) (28
(NCT 03148784) (13-59)
group days)
(Day 28)
Steroid
Huang et Retrospective refractory acute 7CESA?3TH8D'_\IR 11 fever, 3 fecal bacterial culture positive, 2
al.2021 P (18, grade 11 or 29 16~61 N/A N/A 1-3 N/A N constipation.

- study . 6PR5NRin .

China(13) 111) and chronic cGVHD No serious adverse events.
(11) GVHD
Goeser et al. Retraspective Steroid 53.8 (30- 2 naso- 2 related 30 days 8PR, 3NR (1 Abdominal pam., bloating |n'3 cas'es, vomiting in 1
2021 stud refractory Gl 11 76) siunal tube: 9 unrelated 1 (Day 30) death) case (all mild); one patient died of CMV
Germany(14) Y aGVHD 19 ’ y bacteremia (not related to FMT)
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9 oral

capsules
4(3
Chakrabartty Steroid - patient .
et al.2020 Case series refractory gut 4 54,32,14,14 naso—]sjunal unrelated syor8 14 days 3 CS' 1hPR 2 No AEs
India(15) aGVHD tube 1 eaths)
patient)
Bilinski et Steroid
al.2021 Case series resistant 4 66, 52, 55, 22 nasoduodenal 2 related 3or6 26410398 SCRIPR(2 No serious AEs
Poland(16) GVHD tube 2 unrelated days deaths)
Merli et Steroid
al.2020 Case report resistant 2 1.4-18 EGD OL:?;T;?SSS 2 30 ddaayis) @ 1CR;1NR fever, chills and malaise (negative blood culture)
Italy(17) aGVHD
Wong et gastrojejunosto
al.2018 Case report grade IV GI- 1 6 my tube and Unrelated 1 180 days 1CR No AEs
. GVHD (28 days)
America(18) colonoscopy
Zhang et Steroid Duodenojejunal
al.2019 Case report resistant grade 1 14 tube Unrelated 4 120 days 1PR No AEs
China(19) IV gut GVHD
Biernat et _Ster0|d 1CR1PR (2 _
al.2020 Case report resistant grade 2 25,32 NT Unrelated 3and 4 128 days deaths) No serious AEs
Poland(20) IV gut GVHD
Kaito et Steroid Oral capsules Transient fever, positivity of galactomannan
al.2018 Case report resistant grade 1 21 (frozen) relative 2 90 days 1PR antigen, and ;ecurrence of herpes zoster
Japan(21) IV gut GVHD '
Mao et Steroid
al.2020 Case report resistant grade 1 1 Oral capsules unrelated 2 60 days 1CR No serious AEs
China(22) IV gut GVHD
Zhong et Steroid
al.2019 Case report resistant grade 1 2 gastrotd;odenal unrelated 2 90 days 1CR No serious AEs
China(23) 111 gut GVHD ube
FMT: capsules FMT (overall
34; 66.5%0): 100
Colonoscopy 9; (41.3%) CR, 61
FMT: MaaTo13 76; UnreIaFed: (25.2%) PR, 81 SAE related to FMT: 1 septic shock, 2 sepsis, 1
Total 242; NT orfand 190; 1-10 (33.5%) NR (30 Norovirus-mediated gastrointestinal tract
Control: EGD 89; related:21; deaths); infection; 1 adenovirus infection
26 Colonoscopy + N/A: 31 Control: 7 (26.9%) ’
NT 1; CR, 9 (34.6%) PR,
Colonoscopy 10 (38.5%) NR (6
or NT 4; deaths)
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N/A 29

Skréty: aGVHD: acute Graft-versus-host disease; CR: complete response; PR: partial response; NR: no response; NT: nasoduodenal tube or nasogastric tube; EGD:
esophagogastroduodenoscopy; N/A: not available; FMT: Fecal microbiota transplantation
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Sposrod wszystkich 23 badan wlaczonych do metaanalizy lacznie 242 pacjentow z GvHD
po alloHCT leczono FMT (Tabela 1). Wigkszo$¢ miata aGVHD stopnia III lub IV, podczas
gdy 26 pacjentdw zakwalifikowanych byto jako grupa kontrolna w 2 badaniach. Wsréd
wszystkich pacjentow, ktdrzy otrzymali FMT, 161 (66,5%) odpowiedzialo na leczenie, w
tym 100 uzyskalo calkowite remisje (CR), 61 czeSciowe remisje (PR) i 81 nie uzyskato
odpowiedzi na leczenie (NR). Wyniki metaanalizy 2 badan prospektywnych z grupami
kontrolnymi przedstawiono na Rycinie 2, wyniki prospektywnych badan jednoramiennych
przedstawiono na Rycinie 3, a na Rycinie 4 przedstawiono wynik po polaczeniu badan
retrospektywnych, serii przypadkow i opisow przypadkow. Oszacowany iloraz szans
obiektywnej odpowiedzi (OR) wyniost 5,51 (95% CI 1,49-20,35) w badaniach
dwuramiennych, przy niskiej heterogenicznosci (Chi2 = 0,40, df = 1, P = 0,53; 12 = 0%).
Yaczny wskaznik remisji klinicznej (calkowitej i cz¢sciowej odpowiedzi) GVHD po FMT
wyniost 64% (51%-77%) w 10 prospektywnych badaniach jednoramiennych i 81% (62%-
95%) w badaniach retrospektywnych (2 badania), seriach przypadkow (2 badania) i opisach

przypadkow (7 badan).
Rycina 2.
FMT Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Bvents Total Events Total Weight M-H, Random. 95% CI M-H. Random, 95% CI
Galoshchapoy et al.2020 18 19 ] 8 28.0% 10.80[0.91,127.75] ol
Zhao et al. 2021 20 23 11 18 72.0% 4.24 [0.91,19.78] —i—
Total (95% CI) 42 26 100.0% 5.51[1.49, 20.35] . e
Total events 38 16

Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*=040,df=1(P=043), F=0%

} J
T T T
Testfor overall effect 2= 2.56 (P=0.01) 0.01 0.1 ! 10 100

Favours [control] Favours [FMT]

Rycina 3.

Weight Weight
Study Events Total Proportion 95%-Cl (common) (random)
Bilinski et al. 2020 8§ 13 4'% 062 [0.32;0.86] 8.3% 10.2%
Choi et al.2020 3 4 H 0.75 [0.19;0.99] 3.4% 6.5%
Goloshchapov et al. 2021 6 7 *r—-'-f 0.86 [0.42;1.00] 7.4% 9.7%
Kakihana et al 2016 4 4 I E— 1.00 [0.40;1.00] 7.9% 10.0%
Malard et al. 2021EAP 30 52 — 058 [0.43;0.71] 30.7% 14.3%
Malard et al 2021HERACLES 9 24 0.38 [0.19;0.59] 15.0% 12.4%
Qietal2018 6 8 H 0.75 [0.35;0.97] 6.3% 91%
Shouval et al 2018 2 7 - * n : 0.29 [0.04;0.71] 5.3% 8.3%
Spindelboeck et al.2021 5 9 " 0.56 [0.21;0.86] 57% 8.7%
van Lier et al. 2020 10 15 —:**— 0.67 [0.38;0.88] 10.0% 10.9%
Common effect model 143 - 0.61 [0.54; 0.69] 100.0% -
Random effects model e ———nat 0.64 [0.51; 0.77] - 100.0%

Heterogeneity: 17 = 61%, 1° = 0.0264, p <001
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Rycina 4.

Weight Weight

Study Events Total Proportion 95%-Cl (common) (random)
Chakrabartty et al. 2020 4 4 : 1.00 [0.40; 1.00] 7.0% 11.5%
Merli et al. 2020 1 2 0.50 [0.01;0.99] 35% 7.2%
Wong et al.2018 1 1 — 1.00 [0.03; 1.00] 1.8% 4.1%
Zhang et al.2019 1 1 w : 1.00 [0.03;1.00] 1.8% 41%
Biernat et al. 2020 1 2 — 0.50 [0.01;0.99] 3.5% 7.2%
Bilinski et al. 2021 3 4 1 0.75 [0.19;0.99] 7.0% 11.5%
Kaito et al. 2018 1 1 1.00 [0.03; 1.00] 1.8% 4.1%
Mao et al.2020 1 1 ‘ 1.00 [0.03; 1.00] 1.8% 4.1%
Zhong et al.2019 1 1 w ; 1.00 [0.03; 1.00] 1.8% 4.1%
Huang et al. 2021 16 29 —a— 0.55 [0.36;0.74] 50.9% 23.5%
Goeser et al. 2021 8§ 11 —+—* 0.73 [0.39;0.94] 19.3% 18.4%
Common effect model 57 i 0.71 [0.58; 0.82] 100.0% -
Random effects model —— 0.81 [0.62; 0.95] - 100.0%

[ I I I ]
02 04 06 08 1

Heterogeneity I* =36%, t° = 0.0431, p = 0.11

Drogi i metody podawania FMT byly zroznicowane: 34 biorcow otrzymato FMT za pomoca
kapsutek doustnych, 9 otrzymato §wiezy lub mrozony roztwor mikrobiioty jelitowej za pomoca
kolonoskopii, 89 przez sond¢ nosowo-dwunastniczg i/lub gastroduodenoskopi¢ oraz 76
stosowato ,,MaaT013” (pulowang mikrobiote jelitowa francuskiej firmy Maat Pharma) przez
sonde nosowo-zotadkowa lub wlewke doodbytnicza. Wskaznik odpowiedzi po podaniu FMT
przez gorny odcinek przewodu pokarmowego (przez sonde nosowo-dwunastniczg lub
gastroduodenoskopi¢) byt lepszy (79,22%), podczas gdy pozostale drogi podania uzyskaty
podobne wyniki (Tabela 2). W sumie 21 (8,7%) biorcow otrzymato mikrobiote od dawcy
spokrewnionego, a wszyscy pozostali pacjenci od dawcow niespokrewnionych.

Liczba FMT przeprowadzonych na pacjenta w wigkszo$¢ przypadkéw wahata sie od 1 do 3,
cho¢ odnotowano takze 10 podan mikrobioty w cyklu leczenia GvHD.

Odnotowano nastepujace dziatania niepozadane: infekcje, nudnosci, wymioty, bole brzucha,
biegunki, zaparcia, wzdecia brzucha, goraczka, jadtowstret, ogdlne zle samopoczucie, a takze
bol gardla 1 krwawienia z przewodu pokarmowego. Zakazenia wystgpowaly z wigksza
czgstoscia w poréwnaniu z FMT wykonywang w leczeniu zakazen C. difficile. Chociaz
wiekszos$¢ infekceji zgloszonych u pacjentow z GvHD uznano za niezwigzanych z FMT, 5
biorcoOw przeszto ciezkie infekcje zwigzane z FMT, z 2 przypadkami sepsy, 1 wstrzasem
septycznym, 1 infekcjg norowirusem i 1 infekcjg adenowirusem. U wszystkich 5 pacjentéw
doszto do wyleczenia dziatan niepozadanych dzigki wiaczonemu leczeniu. Zgtoszono tacznie

90 zgondw, ale zaden nie dotyczyt FMT.
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Podsumowujac, w niniejszym przegladzie systematycznym z metaanaliza wykazano
(glownie na podstawie badan niskiej jakosci), ze FMT ma pozytywny wplyw
terapeutyczny na leczenie GVHD z OR na poziomie 5.51. FMT mozna uzna¢ za bezpieczng
1 obiecujacg metode leczenia GvHD, ale bardzo $cisty monitoring i nadzor nad pacjentem
poddawanym tej formie terapii jest konieczny, w zwigzku z szczegdlnie wrazliwg populacja,
jaka sa pacjenci z jelitowg postacia GvHD, w immunosupresji. [los¢ podan FMT, droga
podania, czgstotliwos¢ i dawka FMT wymagaja dalszych badan i standaryzacji. Mechanizm
dziatania FMT w GvHD jest prawdopodobnie zwigzany ze wzrostem roznorodnosci mikrobioty
jelitowej, ale szczegodty pozostaja niejasne i wymagaja dalszego wyja$nienia w ramach badan
podstawowych oraz prébek klinicznych. Trwa kilka badan oceniajgcych skutecznosé¢ FMT w
leczeniu aGvHD (NCT04269850, NCT03819803, NCTO03812705, NCT04285424,
NCT03359980), ktérych wyniki powinny dostarczy¢ nam bardziej wiarygodnych danych oraz

jest przygotowywane badanie kliniczne, randomizowane przez autora niniejszego Autoreferatu.
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WNIOSKI

Ostra posta¢ choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (aGvHD) jest czestym,
zagrazajagcym  zyciu  powiklaniem  po  przeszczepieniu  allogenicznych
hematopoetycznych komoérek krwiotworczych (alloHCT), ktore wystepuje u 25 do 50%
biorcow alloHCT 1 jest druga najczestsza przyczynag $mierci (po nawrocie choroby
podstawowej) w tej grupie chorych.

Zastosowanie réznych metodologii oceny mikrobioty jelitowej (w tym przypadku
klasycznych posiewow tlenowych i1 beztlenowych, oceng komoérkowosci 1 zywotnosci
za pomocg cytometrii przeptywowej oraz sekwencjonowanie NGS) dawcow, daje
wiecej danych i informacji niz kazda metoda z osobna.

. W mikrobiocie jelitowej przetwarzanej w celu wykonania FMT, oprocz komorek
zywych 1 martwych wystepuje dodatkowa frakcja komorek niebarwigca si¢
odczynnikami znakujacymi komorki zywe lub martwe, ktéra moze stanowi¢ réwnie
wazne spory bakteryjne.

Zamrazanie catego kalu bez Zzadnego buforu kriokonserwujacego znaczaco zmienia
profil mikrobioty jelitowej i czterokrotnie obniza zywotnos¢ komodrek bakteryjnych.
Zmian¢ t¢ mozna wykry¢ przede wszystkim za pomoca potaczenia réznych metod
analitycznych, w szczegdlno$ci cytometrii przeptywowej i hodowli klasycznych. Ma to
kolosalne znaczenie dla wnioskowania jak przygotowywaé preparaty do FMT,
szczeg6lnie dla pacjentdw z innymi niz zakazenia C. difficile chorobami, szczeg6lnie
GVvHD.

Transplantacja mikrobioty jelitowej okazata si¢ by¢ obiecujacg metoda leczenia
chorych ze sterydooporng i sterydozalezng aGvHD, z ogélnym odsetkiem odpowiedzi
(ORR) wynoszacym 57% (8/14 FMT), w tym catkowita remisja (CR) wystepujaca po
wykonaniu 42% (6/14) FMT, co wobec braku alternatywnych skutecznych metod
leczenia obliguje do prowadzenia dalszych badan nad tg forma terapii.

U pacjentéw opornych na leczenie FMT, przebieg aGvHD si¢ nie zmienia (wszyscy
pacjenci oporni na leczenie FMT zmarli w ciggu 200 dni po zabiegu, a mediana
przezycia catkowitego (OS) wyniosta 66 dni), natomiast u pacjentow, u ktorych
uzyskano odpowiedZz na leczenie FMT wykazano (istotny statystycznie) trend w

kierunku poprawy catkowitego przezycia (mediana OS w tej grupie chorych - 332 dni).
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7. Procedura jest obarczona wyzszym ryzykiem zdarzen niepozadanych niz statystyki
podawane dla innych wskazan terapeutycznych, a czg$¢ dziatan niepozadanych moze
by¢ zwigzana z samg procedurg FMT.

8. Im wczesniej w przebiegu choroby wykonane FMT, tym procedura jest bezpieczniejsza
1 wigze si¢ z mniejszg ilo$cig dzialan niepozadanych.

9. Zaobserwowano addytywny efekt dziatania FMT w stosunku do ruxolitinibu co moze
pozwoli¢ nie tylko zmniejszy¢ stosowang dawke ruxolitinibu w leczeniu drugiej linii
aGvHD (niwelujac jego dzialania niepozadane), ale globalnie uzyska¢ duzo lepsze
wyniki koncowe. Optymalnym protokotem leczenia aGvHD wydaje si¢ by¢ potaczenie
leku immunomodulujacego (ruxolitinibu) z FMT podawanej w sesjach (wielokrotnie)
po uprzednim przygotowaniu pacjenta.

10. W przeprowadzonej metaanalizie wykazano, ze na moment jej sporzadzenia, wsrod 242
pacjentow, ktorzy otrzymali FMT w celu leczenia sterydoopornej i sterydozaleznej
aGvHD, oszacowany iloraz szans obiektywnej odpowiedzi (OR) wyniost 5,51 w
badaniach dwuramiennych, przy niskiej heterogenicznosci, a taczny wskaznik remisji
klinicznej (catkowitej i czg$ciowej odpowiedzi) wyniost 64% (51%-77%) w 10
prospektywnych badaniach jednoramiennych i 81% (62%-95%) w badaniach
retrospektywnych.

d. MOZLIWOSC WYKORZYSTANIA WYNIKOW BADAN

Wyniki badan przedstawionego osiggni¢cia moga by¢ bardzo szeroko wykorzystane.
Opracowanie metodologii badania mikrobioty jelitowej za pomoca trzech najbardziej istotnych
metod badawczych, opisanych w niniejszym autoreferacie, pozwala ustali¢ protokot
kwalifikacji i standaryzacji mikrobioty jelitowej wykorzystywanej do leczenia ludzi. Ma to
znaczenie nie tylko w leczeniu aGvHD, ale kazdej choroby i stanu klinicznego w ktérym moze
by¢ wykorzystane FMT. Wedlug wiedzy autora niniejszego autoreferatu obecnie w Komisji
Europejskiej opracowywana jest dyrektywa, ktora wiacza mikrobiote jelitowa jako ,,Substance
of Human Origin (SoHO)”. Bardzo waznym elementem powinna by¢ standaryzacja
wytwarzania preparatbw mikrobioty jelitowej i wskazanie metod badania parametrow, ktore
powinna osiggna¢ mikrobiota do stosowania u ludzi (poza skriningiem dawcoéw). Wierze, ze
moje badania postuza do opracowania protokotow takiej standaryzacji.

Wyniki zaprezentowane w pracy nr 2 wskazujg jasno, ze proces zamrazania i rozmrazania

materiatlu wyj$ciowego bez dodawania krioprezerwantow negatywnie wptywa na parametry
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jakosciowe mikrobioty jelitowej (spadek zywotnosci komorek bakteryjnych, zmiana profilu
taksonomicznego). Ma to szczegOlne znaczenie w przypadku aplikowania preparatow
miktobioty jelitowej w schorzeniach innych niz C. difficile (jako modelu choroby
jednoczynnikowej vs. choréb o ztozonym patomechanizmie). Wyniki pracy moga postuzy¢
opracowaniu protokolu przygotowywania mikrobioty do transferu. W pozniejszych pracach,
ktoére sa obecnie opracowywane do publikacji i w ramach powotanego laboratorium badawczo-
rozwojowego Human Biome Institute, jako kontynuacji mojej pracy badawczej i
wdrozeniowej, opracowano technologie wytwarzania mikroobioty jelitowej, i standaryzacji jej
parametrow jakosciowych, stosujgc wyniki niniejszej pracy.

W kolejnych pracach (praca nr 3, 4 1 5) wykazano, ze transplantacja mikrobioty jelitowej moze
by¢ obiecujacg alternatywa dla pacjentow leczonych w osrodkach transplantacyjnych z powodu
sterydoopornej i sterydozaleznej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. Nalezy
wskaza¢, ze juz w wytycznych Europejskiego Towarzystwa ds. Przeszczepiania Krwi i Szpiku
(EBMT), najwigkszego autorytetu dla transplantologdéw i najwigkszej organizacji zajmujacej
si¢ omawianym tematem, miedzy innymi dzigki moim doniesieniom naukowym, zjazdowym
(moje prezentacje na sesjach EBMT oraz w grupie roboczej EBMT ds. powiktan wczesnych
alloHCT), umieszczono FMT jako alternatywna opcja leczenia drugiej linii w sterydoopornej i
sterydozaleznej aGvHD (Penack O et al. Prophylaxis and management of graft versus host
disease after stem-cell transplantation for haematological malignancies: updated consensus
recommendations of the European Society for Blood and Marrow Transplantation. Lancet
Haematol. 2020;7(2):e157-e167). Wierze, ze badania omawiane w niniejszym cyklu publikacji
pozwola na co najmniej utrzymanie FMT w tych rekomendacjach przy ich aktualizacji, oraz
dadza kolejne bodzce dla $wiata nauki do prowadzenia badan randomizowanych z
wykorzystaniem FMT i dostarczenia najwyzszej dowodowosci o skutecznosci tej procedury.
Opracowane przeze mnie i zespot protokoty leczenia chorych juz stanowia wzoér do leczenia
chorych nie tylko w Polsce, ale i na $wiecie (konsultacje prowadzone przeze mnie dla
zainteresowanych lekarzy ze $wiata) i stanowig podstawe opracowywania kolejnych badan, na

bazie wypracowanych schematow.
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5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA
NAUKOWA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI

a. PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO NA PODSTAWIE ANALIZY
BIBLIOMETRYCZNEJ

Szczegotowa analiza bibliometryczna wykonana przez Biblioteke Uczelniang Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego zostata przedstawiona w zataczniku 4.

Jestem autorem badz wspotautorem 35 publikacji w czasopismach naukowych, w tym 30

publikacji w czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR) z Impact Factor.
Podsumowanie danych bibliometrycznych:

Laczny, sumaryczny Impact Factor: 210,528 (wg listy Journal Citation Reports wg roku

opublikowania)
Punktacja MNIE: 2929

Ponizej, dane bibliometryczne przygotowane przez Biblioteke¢ Uczelniang WUM o Nr

Referencyjnym BIBG/Punktacja/334/2023/KK
Przed uzyskaniem stopnia doktora:
Impact Factor: 19,089
Punktacja MEIN: 157
Po uzyskaniu stopnia doktora:
Impact Factor: 184,915 (w tym 58,331 za prace oryginalne w suplementach)

Punktacja MEIN: 2512 (w tym 280 za prace oryginalne w suplementach)
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Lacznie (przed i po uzyskaniu stopnia doktora) bez listow do redakcji i prac w badaniach

wieloosrodkowych:
Impact Factor: 204,004
Punktacja MEiN: 2669
Index Hirsha:
11 (wg bazy Google Scholar z dn. 6.06.2023; dane nie ukazane w analizie biblioteki)
8 (wg bazy Web of Science z dn. 6.06.2023 i raportu Biblioteki WUM)
8 (wg bazy Scopus z dn. 6.06.2023 i raportu Biblioteki WUM)
Liczba cytowan (bez autocytowan)

679 (wg bazy Google Scholar z dn. 6.06.2023; dane nie ukazane w analizie
biblioteki)

409 (wg bazy Web of Science z dn. 6.06.2023 i raportu Biblioteki WUM)

443 (wg bazy Scopus z dn. 6.06.2023 i raportu Biblioteki WUM)

b. OPIS AKTYWNOSCI NAUKOWEJ POZA OSIAGNIECIEM O KTORYM MOWA
W ART. 219 UST. 1 PKT. 2 USTAWY

W swojej dziatalnosci naukowej koncentruje si¢ na kompleksowym rozwoju obecne;j
wiedzy w zakresie przyczyn, diagnostyki i leczenia choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi (GvHD) 1 powiktan infekcyjnych u pacjentow poddawanych transplantacji
szpiku (ogdlnie powiktan poprzeszczepowych, zardwno po allogenicznych jak i autologicznych
przeszczepieniach). Moja koncentracja naukowa to takze immunologia, immunoonkologia
(przyczyny nowotworzenia i ucieczki spod nadzoru immunologicznego, leczenie biologiczne,
immunoterapia). Od okolo 10 lat zajmuj¢ si¢ naukowo mikrobiomem czlowieka jako
potencjalnym (co obecnie jest juz udowodnione) immunomodulatorem 1 pot¢znym tadunkiem

antygenowym wplywajacym przede wszystkim na odpowiedz odpornosciowa i komunikacje

49



(,,cross talk”) mikrobioty z gospodarzem, a takze w mechanizmie ,,opornosci kolonizacji”. W
ramach badan nad mikrobiotg jelitowa w kontekscie powiktan nie tylko alloHCT ale takze
leczenia pacjentdw z nowotworami szpiku, wraz z zespotem wykazatem, Ze kolonizacja jelit
bakteriami antybiotykoopornymi jest markerem dysbiozy jelitowej (nieprawidlowego sktadu i
funkcji mikrobioty) co jest niezaleznym czynnikiem ryzyka zgonu u pacjentéw poddawanych
alloSCT (ponad 3-krotny wzrost ryzyka zgodnu w okresie 2 lat po transplantacji).
Opracowalismy protokot i przeprowadziliSmy pierwsze na $wiecie badanie prospektywne z
przeszczepianiem mikrobioty jelitowej w celu dekolonizacji bakterii antybiotykoopornych z
przewodu pokarmowego pacjentow, uzyskujac bardzo dobre rezultaty. Swoje badania opieram
na metodach molekularnych (m. in. metagenomika) oraz metodach klinicznych prowadzac
badania bezposrednio u pacjentow. Jestem jednym z liderow §wiatowych tematyki FMT w
konteks$cie antybiotykoodpornosci i GVHD, majac w tej materii jedne z pierwszych na §wiecie
prac, doniesien zjazdowych czy publikacji naukowych, ktére byty juz setki razy cytowane.
Moja praca byta wielokrotnie doceniana, m. in. w toku studiow na Kierunku lekarskim bytem
laureatem wielu konkursow oraz Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
Ukonczytlem rok przed planem studia doktoranckie w Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym 1 w 2017r obronilem z wyroznieniem rozpraw¢ doktorska na I Wydziale
Lekarskim Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Jestem Laureatem prestizowej
Nagrody Wydziatowej V. Wydziatu Lekarskiego Polskiej Akademii Nauk. W 2020 roku
zostalem wybrany ,,Mlodym Ambasadorem Europejskiego Towarzystwa ds. Przeszczepiania
Krwi i Szpiku (EBMT) oraz zwycigzca w konkursie ,,Ztoty OTIS” w kategorii ,,debiut naukowy
roku”.

Wspolpracuje z innymi osrodkami naukowymi w kraju i zagranica, m. in. z Imperial College
London, UK; International Society of Microbiota, Tokyo, Japonia; Europejskim
Towarzystwem ds. Przeszczepiania Krwi i Szpiku (EBMT); Research Branch, Sidra Medicine,
Doha, Qatar; Instytutem Kocha Université de Paris, Francja; Peking University Health Science
Center, Pekin, Chiny; Peking University Aerospace School of Clinical Medicine, Pekin, Chiny;
School of Medicine, University of Zagreb, Zagrzeb, Chorwacja; Clinical-Microbiomics,
Kopenhaga, Dania; Uniwersytetem Warszawskim; Pomorskim Uniwersytetem Medycznym w
Szczecinie; Instytutem Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we
Wroctawiu; Uniwersytetem Medycznym w Lodzi; Uniwersytetem todzkim; Narodowym
Instytutem Kardiologii w Warszawie; Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu

Mikotaja Kopernika w Toruniu.
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Jestem kierownikiem, wspotbadaczem, wspotkierownikiem w nastgpujacych grantach

naukowych i projektach badawczych:

GRANTY NAUKOWE:

1.

Kierownik  grantu  naukowego Agencji Badan Medycznych o  numerze
2022/ABM/03/00044, pt. , Multicenter, randomized, open-label, three-arm study on the
efficacy of fecal microbiota transplantation vs probiotic therapy vs eubiotic-gut-microbiota-
boosting diet in order to antibiotic-resistant bacteria (ARB) decolonization from the
gastrointestinal tract of patients colonized with clinically most significant ARBs. Looking
for a strategy to overcome the WHO alarm on the antibiotic resistance “new pandemic”
threat. STOP-ARB study” 2023-2027 kwota 5 mln zt

Wspotbadacz w  grancie naukowym Agencji Badan Medycznych o numerze
2022/ABM/03/00047, pt. ,Multicenter, randomized, open-label, four-arm study on the
efficacy of fecal microbiota transplantation vs bezlotoxumab vs fidaxomicin vs vancomycin
in the treatment and relapse prophylaxis of Clostridioides difficile infection. STOP-CDI
study” 2023-2027 kwota 5 mln zt

Kierownik grantu naukowego na prowadzenie prac przedwdrozeniowych, w ramach
programu ,,Inkubator Innowacyjnosci+ 4.0” MNiSW finansowanych w ramach funduszy
unijnych (POIR) pt. ,,Analiza mikro RNA w korelacji z profilem mikrobioty jelitowe; w
celu poszukiwania biomarkeréw glownych powiktan poprzeszczepowych opartych o
mikrobiotg jelitowa u pacjentow poddawanych przeszczepianiu krwiotworczych komorek
macierzystych” 2021-2022, kwota 100 000 zt

Kierownik grantu naukowego z ramienia WUM — ,,R6znorodno$¢ jezykowo-kulturowa w
stuzbie medycyny - badanie tradycyjnych spoteczno$ci nalezacych do mniejszosci
etnicznych jako potencjalnych superdawcoéw mikrobioty jelitowej” — grant prowadzony w
ramach wspotpracy WUM 1 UW | Inicjatywa Doskonatosci-Uczelnia Badawcza” nr grantu
BOB-661-326/2021, kwota 100 000 zt

Kierownik grantu naukowego Agencji Badan Medycznych o  numerze
2020.ABM.COVID19.0048, pt. ,,Badanie kliniczne wieloosrodkowe, randomizowane,
podwdjnie zaslepione, kontrolowane placebo oceniajagce wptyw transplantacji mikrobioty
jelitowej pelnigcej funkcje modulatora odpowiedzi zapalnej (immunomodulacja),
dotaczonej do terapii standardowej, na redukcje ryzyka progresji choroby COVIDI19 z

nasilajaca si¢ burza cytokinowg i procesem zapalnym” — ponad 4 mln 200 tys§ zi
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6.

Kierownik grantu naukowego w konkursie na Grant na prowadzenie prac
przedwdrozeniowych, w ramach programu ,Inkubator Innowacyjnosci+” MNiISW
finansowanych w ramach funduszy unijnych (POIR) pt. ,,Mikrobiota Polaka — brakujacy
element” - okre$lenie struktury mikrobioty jelitowej zdrowego mieszkanca Polski
(enterotypu) za pomoca Sekwencjonowania Nastepnej Generacji dla celow diagnostyki
klinicznej.” (2017-2018) 1WP/FS200/ZW3, kwota 100 000 zt

Kierownik grantu naukowego w konkursie na Grant na prowadzenie prac
przedwdrozeniowych, w ramach programu ,Inkubator Innowacyjnosci+” MNiSW
finansowanych w ramach funduszy unijnych (POIR) pt. ,,Walidacja autorskiej technologii
konserwacji mikrobioty jelitowej uzyskanej od zdrowych dawcow celem jej wykorzystania
do transferu.” (2017-2018) 1WP/FS200/ZW2/17, kwota 100 000 zt

Kierownik grantu naukowego w konkursie na Grant na prowadzenie prac
przedwdrozeniowych, w ramach programu ,Inkubator Innowacyjnosci+” MNiISW
finansowanych w ramach funduszy unijnych (POIR) pt. ,,Opracowanie gotowych zestawow
do kolekcji kalu oraz transferu preparatow mikrobioty jelitowej do zastosowania w
procedurze transplantacji mikrobioty jelitowej.” (2017-2018) 1WP/FS200/ZW/17, kwota
100 000 zt

PROJEKTY BADAWCZE:

1. Gloéwny badacz (Principle investigator) — badanie retrospektywne w ramach
Europejskiego Towarzystwa ds. Transplantacji Szpiku i Krwi (EBMT Transplant
Complications Working Party) “Fecal microbiota transplantation in the treatment of
graft-versus-host disease — retrospective survey”

2. Wspotopiekun grantu Preludium NCN — ,Rola mikrobioty jelitowej w patogenezie
dyskrazji plazmocytowych” — gtéwny badacz lek. Marcin Jasinski

Ponizej wyroznilem wybrane prace z glownych obszarow naukowych zainteresowan:
Publikacje z IF:
1. Tyszka M, Maciejewska-Markiewicz D, Bilinski J, Lubas A, Stachowska E, Basak G.W.

Increased Intestinal Permeability and Stool Zonulin, Calprotectin and Beta-Defensin-2
Concentrations in Allogenic Hematopoietic Cell Transplantation Recipients. Int. J. Mol.
Sci. 2022, 23, 15962. https://doi.org/10.3390/ijms232415962
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10.

11.

12.

Bilinski J, Jasinski M, Basak GW. The Role of Fecal Microbiota Transplantation in the
Treatment of Acute Graft-versus-Host Disease. Biomedicines. 2022; 10(4):837. doi:
10.3390/biomedicines10040837

Jasinski M, Bilinski J, Basak GW. The Role of the Crosstalk Between Gut Microbiota and
Immune Cells in the Pathogenesis and Treatment of Multiple Myeloma. Front Immunol.
2022; 13:853540. doi: 10.3389/fimmu.2022.853540

Gebrayel P, Nicco C, Al Khodor S., Bilinski J, (...), Edeas M. Microbiota medicine:
towards clinical revolution. Journal of Translational Medicine 2022;20:111
https://doi.org/10.1186/s12967-022-03296-9

Ozieranski K, Tyminska A, Skwarek A, Kruk M, Kon B, Bilinski J, Opolski G, Grabowski
M. Sex Differences in Incidence, Clinical Characteristics and Outcomes in Children and
Young Adults Hospitalized for Clinically Suspected Myocarditis in the Last Ten Years-
Data from the MYO-PL Nationwide Database. J Clin Med. 2021;10(23):5502. doi:
10.3390/jcm10235502

Jasinski M, Bilinski J, Basak GW. The Role of the Gut Microbiome in Pathogenesis,
Biology, and Treatment of Plasma Cell Dyscrasias. Front Oncol. 2021;11:741376. doi:
10.3389/fonc.2021.741376

Galazka P, Styczynski J, Czyzewski K, Salamonowicz-Bodzioch M, Fraczkiewicz J, Zajac-
Spychata O, Zaucha-Prazmo A, Gozdzik J, Bilinski J, Basak GW. Impact of
decontamination therapy on gastrointestinal acute graft-versus-host disease after allogeneic
hematopoietic cell transplantation in children Current Research in Translational Medicine
2021; 69 (3):103298

Bilinski J, Biernacka EK, Januszewicz A Cardiac amyloidosis secondary to multiple
myeloma - successful sequential cardiac and autologous stem cell transplantations with
excellent outcome European Heart Journal 2021;ehab386
https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehab386

Bilinski J, Winter K, Jasinski M i1 wsp. Rapid resolution of COVID-19 after faecal
microbiota transplantation Gut doi: 10.1136/gutjnl-2021-325010

Tyszka M; Bilinski J; Basak G.W. Advances in Intestinal Barrier Preservation and
Restoration in the Allogeneic Hematopoietic Cell Transplantation Setting. J. Clin. Med.
2021, 10, 2508. https://doi.org/10.3390/jcm10112508

Kazmierczak-Siedlecka K, Skonieczna-Zydecka K, Bilinski J, Roviello G, lannone LF,
Atzeni A, Sobocki BK, Potom K. Gut Microbiome Modulation and Faecal Microbiota
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

Transplantation Following Allogenic Hematopoietic Stem Cell Transplantation. Cancers
(Basel). 2021;13(18):4665. doi: 10.3390/cancers13184665

Karakulska-Prystupiuk E, Dwilewicz-Trojaczek J, Drozd-Sokotowska J, Kmin E, Chlebus
M, Szczypinska K, Boguradzki P, Tomaszewska A, Madry K, Bilinski J, Basak GW,
Jedrzejczak WW. Prevalence of hypogammaglobulinemia and its management with
subcutaneous immunoglobulin supplementation in patients after allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation-a single-center analysis. Ann Hematol. 2021;100(12):3007-3016.
doi: 10.1007/s00277-021-04649-y

Hotowko-Zidkek, J.; Cieszczyk, P.; Bilinski, J.; Basak, G.W.; Stachowska, E. What Model
of Nutrition Can Be Recommended to People Ending Their Professional Sports Career? An
Analysis of the Mediterranean Diet and the CRON Diet in the Context of Former Athletes.
Nutrients 2020, 12, 3604

Jaroslaw Bilinski, Karol Lis, Agnieszka Tomaszewska, Aleksandra Pechcinska, Pawel
Grzesiowski, Tomasz Dzieciatkowski, Alicja Walesiak, Beata Gierej, Bogna Ziarkiewicz-
Wroblewska, Martyna Tyszka, Piotr Kacprzyk, Lidia Chmielewska, Anna Waszczuk-
Gajda, Wieslaw Wiktor-Jedrzejczak, Grzegorz W Basak Eosinophilic gastroenteritis and
graft-versus-host disease induced by transmission of Norovirus with fecal microbiota
transplant Transplant Infectious Diseases 2020;e13386

Anna Waszczuk-Gajda, David Vesole, Jolanta Matyszko, Artur Jurczyszyn, Tomasz
Wrdbel, Joanna Drozd-Sokotowska, Piotr Boguradzki, Krzysztof Madry, Agnieszka
Tomaszewska, Jarostaw Bilinski, Maria Krol, Longin Niemczyk, Magdalena Olszewska-
Szopa, Wieslaw Jedrzejczak, Grzegorz Basak Real-world prognostic factors in
autotransplanted multiple myeloma patients with severe renal impairment: study of the
Polish  Myeloma  Study Group  Archives of Medical Science 2020;
doi.org/10.5114/a0ms.2020.93442

Anna Waszczuk-Gajda, Jolanta Matyszko, David H Vesole, (...) Jarostaw Bilinski,
Agnieszka Tomaszewska, Martyna Maciejewska, Elzbieta Urbanowska, Beata Blajer,
Matgorzata Krol, Maria Krol, Hanna Zborowska, Artur Jurczyszyn, Jadwiga Dwilewicz-
Trojaczek, Wieslaw W Jedrzejczak, Grzegorz W Basak Negative impact of borderline
creatinine concentration and glomerular filtration rate at baseline on the outcome of
multiple myeloma patients treated with autologous stem cell transplantation
Transplantation Proceedings 2020; 52(7): 2186-2192

Krzysztof Madry, Karol Lis, (...) Jarostaw Bilinski, Sebastian Giebel, Tomasz Czerw,

Jadwiga Dwilewicz-Trojaczek Predictive model for infection risk in myelodysplastic
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19.

20.

21.

22.

23.

24,

syndromes, acute myeloid leukemia and chronic myelomonocytic leukemia patients treated
with azacitidine - Azacitidine Infection Risk Model - the Polish Adult Leukemia Group study
—Clinical Lymphoma, Myeloma and Leukemia 2019; S2152-2650(18)31510-6

Maciej Przybylski, Sylwia Rynans, Anna Waszczuk-Gajda, Jarostaw Bilinski, Grzegorz
W. Basak, Wiestaw W. Jedrzejczak, Marta Wroblewska, Grazyna Mtynarczyk, Tomasz
Dziecigtkowski Sequence typing of human adenoviruses isolated from Polish patients
subjected to allogeneic hematopoietic stem cell transplantation — a single center experience
Hematology 2018; 28:1-6; doi: 10.1080/10245332.2018.1457308

Jarostaw Bilinski, Pawet Grzesiowski, Nikolaj Sorensen, Krzysztof Madry, Jacek
Muszynski, Katarzyna Robak, Marta Wroblewska, Tomasz Dziecigtkowski, Grazyna
Dulny, Jadwiga Dwilewicz-Trojaczek, Wiestaw Wiktor-Jedrzejczak, Grzegorz W. Basak
Fecal Microbiota Transplantation in Patients with Blood Disorders Inhibits Gut
Colonization with Antibiotic-Resistant Bacteria: Results of a Prospective, Single-Center
Study Clinical Infectious Diseases 2017; 65: 364-370; doi: 10.1093/cid/cix252

Zinaida Peric, Violeta Rezo Vranjes, Nadira Durakovic, Lana Desnica, Ivana Marekovic,
Ranka Serventi-Seiwerth, Damir Nemet, Jarostaw Bilinski, Grzegorz Basak, Radovan
Vrhovac Gut colonization by multidrug-resistant gram-negative bacteria is an independent
risk factor for development of intestinal acute graft-versus-host disease Biology of Blood
and Marrow Transplantation 2017; 23:1221-1222; doi: 10.1016/j.bbmt.2017.03.025.
Katarzyna Robak, Joanna Zambonelli, Jarostaw Bilinski, Grzegorz W. Basak Diarrhea
after allogeneic stem cell transplantation - beyond graft-versus-host disease European
Journal of  Gastroenterology and  Hepatology 2017; 29:495-502; doi:
10.1097/MEG.0000000000000833

Maciej Przybylski, Anna Majewska, Tomasz Dzieciatkowski, Partycja Rusicka, Grzegorz
W Basak, Barbara Nasilowska-Adamska, Jaroslaw Bilinski, Wieslaw W Jedrzejczak,
Marta Wroblewska, Kazimierz Halaburda, Grazyna Mlynarczyk, Agnieszka Tomaszewska
Infections due to alphaherpesviruses in early post-transplant period after allogeneic
haematopoietic stem cell transplantation: Results of a 5-year survey Journal of Clinical
Virology 2017; 87: 67-72; doi: 10.1016/j.jcv.2016.12.008

Jarostaw Bilinski, Pawel Grzesiowski, Jacek Muszynski, Marta Wroblewska, Krzysztof
Madry, Katarzyna Robak, Tomasz Dzieciagtkowski, Wiestaw Wiktor-Jedrzejczak, Grzegorz
W. Basak. Fecal microbiota transplantation inhibits multidrug-resistant gut pathogens:
preliminary report performed in an immunocompromised host. Archiuvum Immunologie et
Therapiae Experimentalis 2016; 22(6):1087-93; doi: 10.1007/s00005-016-0387-9
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25.

26.

Jarostaw Bilinski, Katarzyna Robak, Zinaida Peric, Halina Marchel, Ewa Karakulska-
Prystupiuk, Kazimierz Hataburda, Patrycja Rusicka, Ewa Swoboda-Kope¢, Marta
Wroblewska, Wiestaw Wiktor-Jedrzejczak, Grzegorz W. Basak. Impact of Gut
Colonization by Antibiotic-Resistant Bacteria onthe Outcomes of Allogeneic
Hematopoietic Stem Cell Transplantation: A Retrospective, Single-Center Study. Biology
of Blood and Marrow Transplantation 2016; 64(3):255-8; doi: 10.1016/j.bbmt.2016.02.009
Jarostaw Bilinski, Natalia Czyznicjewska, Jacek Budzynski. Attempt to determine the
restrictions of ankle - brachial index and usefulness of elevated ankle - brachial index in
patients treated on an internal medicine ward. Central European Journal of Medicine 2014;
9 (2): 325-331

Publikacje bez IF:

27.

28.

29.

30.

31.

Alicja Walesiak, Jarostaw Bilinski Co ma przeszczepianie szpiku do przeszczepiania
stolca? Rola mikrobiomu jelitowego u biorcow przeszczepu szpiku Gastroenterologia
Kliniczna 2019; 11, 2-10

Maciej Przybylski, Tomasz Dzieciagtkowski, Anna Zuk-Wasek, Anna Waszczuk-Gajda,
Jarostaw Bilinski, Paulina Boczek, Marta Wroblewska Results comparison of
cytomegalovirus viral load in hematological patients using real-time PCR assays designed
for LightCycler 2.0 system Medycyna Do§wiadczalna i Mikrobiologia 2018; 70: 67-75
Jarostaw Bilinski, Grzegorz W. Basak W poszukiwaniu zrodet — rola flory jelitowej w
zdrowiu i chorobie. Czes¢ II — mikrobiom jelitowy a stwardnienie rozsiane. MS Report
2015; 4: 19-27

Jarostaw Bilinski, Natalia Czyzniejewska, Jacek Budzynski Charakterystyka pacjentow
po 50 roku Zycia hospitalizowanych w oddziale internistycznym skarzgcych sie na bole
konczyn dolnych Geriatria 2013; 7:203-210

Jaroslaw Bilinski, Natalia Czyzniejewska, Jacek Budzynski Sexual disfunctions in elderly

patients hospitalized on an internal medicine ward. Geriatria 2014; 2: 73-79

Pokonferencyjne w czasopismach z IF:

32.

Peric Z, Durakovic N, Desnica L, Rezo Vranjes V, Marekovic I, Serventi-Seiwerth R,
Bilinski J, Basak G, Vrhovac R Gut colonization by multidrug-resistant bacteria is an
independent risk factor for development of intestinal acute graft-versus-host disease
Haematologica 2017; 102: 1-882
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http://link.springer.com/search?facet-author=%22Natalia+Czy%C5%BCniejewska%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Jacek+Budzy%C5%84ski%22

33. Bilinski J, Grzesiowski P, Sorensen N i wsp. Fecal Microbiota Transplantation in Patients
with Blood Disorders Inhibits Gut Colonization with Antibiotic-Resistant Bacteria: Results
of a Prospective, Single-Center Study Bone Marrow Transplant 2017; 52: 10-16;
d0i:10.1038/bmt.2017.131

34. Bilinski J, Robak K, Peric Z i wsp. The impact of gut colonization by antibiotic-resistant
bacteria on the outcomes of allogeneic hematopoietic stem-cell transplantation: a
retrospective, single-center study. Bone Marrow Transplant 2016: 51(S1):S110-S313

35. Bilinski J, Rusicka P, Marchel H i wsp. Assessment of bacterial gut colonization prior to
allogeneic stem cell transplantation as a tool for predicion of systemic infecions during
early postHSCT period. Bone Marrow Transplant 2014: 49:5S101-S385

Wybrane prace ukazuja przekrdj wspdipracy mig¢dzyuczelnianej i migdzynarodowej oraz

spektrum zainteresowan badawczych.

W RAMACH WYMIENIONYCH PROJEKTOW WSPOLPRACOWALEM M. IN. Z
NASTEPUJACYMI NAUKOWCAMI Z OSRODKOW ZAGRANICZNYCH | INNYCH
POLSKICH UCZELNI:

Profesor Peter Konturek - Teaching Hospital of the University of Jena, Jena, Niemcy oraz

International Society of Microbiota
Profesor Marvin Edeas - Department of Endocrinology, Metabolism and Diabetes, Faculté de
Médecine Cochin-Port Royal, Université de Paris, Institut Cochin, Paris, France oraz

Laboratory of Excellence GR-EX, Paris, France

Doktor Benjamin Mullish — Division of Digestive Diseases, Department of Metabolism,

Digestion and Reproduction, Faculty of Medicine, Imperial College London, UK

Profesor Guibin Yang - Department of Gastroenterology, Aerospace Center Hospital, Peking

University Aerospace School of Clinical Medicine, Pekin, Chiny

Profesor Zinaida Peric - School of Medicine, University of Zagreb, Zagrzeb, Chorwacja
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Profesor Lukasz Dziewit — Instytut Mikrobiologii, Zaktad Mikrobiologii 1 Biotechnologii

Srodowiskowej, Uniwersytet Warszawski

Profesor Jan Styczynski — Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja

Kopernika w Toruniu

Profesor Ewa Stachowska — Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

Profesor Karolina Skonieczna — Zydecka - Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
Doktor Pawel Grzesiowski — Instytut Profilaktyki Zakazen

Profesor Ewa Malecka-Wojciesko — Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Doktor Katarzyna Winter - Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Profesor Andrzej Januszewicz — Narodowy Instytut Kardiologii w Warszawie

Profesor Elzbieta Katarzyna Biernacka - Narodowy Instytut Kardiologii w Warszawie

Doktor Kazimierz Halaburda — Instytut hematologii i Transfuzjologii w Warszawie

6. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,
ORGANIZACYJINYCH ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE

a. OSIAGNIECIA ORGANIZACYJNE

W 2019 roku w ramach komercjalizacji nauki prowadzonej w Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym powotatem Human Biome Institute — spotke biotechnologiczng spin off WUM
prowadzaca dziatalno$¢ badawczo — rozwojowa. Spotka wykupita od WUM prawa wiasnosci
intelektualnej do 3 projektow prowadzonych w WUM, dzigki czemu uczelnia otrzymata takze
punkty w ewaluacji nauki z ramienia komercjalizacji badan. Human Biome Institute jest

pierwsza w Polsce 1 jedng z nielicznych w Europie spétka biotechnologiczng pracujacag w
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obszarze mikrobiomu cztowieka oraz tworca profesjonalnego banku mikrobioty jelitowej z
wdrozeniem na rynek produktow zawierajacych pelne konsorcjum mikrobioty jelitowej do
stosowania u ludzi. Preparaty te stuzg wykonaniu transplantacji mikrobioty jelitowej —transferu
mikroorganizméw jelitowych dawcy do przewodu pokarmowego pacjenta w celach
leczniczych. Preparaty (w tym innowacja na skal¢ kraju — kapsutki) zapewniajag m. in. ponad
90%  wyleczalno§¢ nawrotowych zakazen C. (difficile (najczgstszej  infekcji
wewnatrzszpitalnej). Spotka prowadzi ultranowoczesne badania naukowe 1 rozwojowe majace
na celu wprowadzi¢ na rynek Bioterapeutyki Nowej Generacji — leki na bazie mikrobioty
jelitowej, o skladzie ustalonym dzigki platformie TRAPP MICROBS opartej na sztucznej
inteligencji i wyizolowane w ultranowoczesnym laboratorium kulturomiczno — genomicznym
QLab. To ultranowoczesne laboratorium badawcze, ztozone jest z czeSci in silico, czyli
maszynerii obliczeniowej i predykcyjnej do analiz wysokoprzepustowych i generowania
danych stuzgcych do odkrycia nowych lekow, bioterapeutykdw, procesow, schematow oraz
czeSci In vitro, ktorg jest laboratorium kulturomiczno-genomiczne nowej generacji —
wyposazone nie tylko w narzedzia do hodowli trudnych mikrobow ale takze narzedzia do
wysokoprzepustowej analizy genetycznej, fenotypowej, immunologicznej oraz izolacji
wskazanych celow. Razem z wytwdrnig preparatow do transplantacji mikrobioty jelitowe;,
calo$¢ stanowi uzupetniajaca si¢ kompleksowa platforme drug discovery (MicroDrug), zdolng
do radzenia sobie w ekstremalnie trudnych warunkach badawczych i przygotowujaca preparaty
w najwyzszym $wiatowym standardzie.

Spoétka prowadzi wilasne projekty naukowe, w tym granty naukowe (m. in. w konsorcjum z
WUM) w obszarze antybiotykoopornosci, immunoonkologii, immunomodulacji,
longevity/wellbeing, chorb neurodegeneracyjnych i innych. Dynamiczny rozwéj naukowy
oraz Zespot ztozony z wybitnych naukowcdw pozwala wierzy¢ iz spotka osiagnie duzy sukces

globalny.
b. DYDAKTYKA
PROWADZENIE ZAJEC DYDAKTYCZNYCH:

- hematologia dla studentow Wydzialu Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego — od 2014 r.

- hematologia dla studentéw Oddziatu Nauczania w Jezyku Angielskim (English Division)

Wydziatu Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego — od 2014 r.
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- zajecia praktyczne w Centrum Symulacji Medycznej dla studentow Wydziatu Lekarskiego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego — od 2022 r.

- seminaria dla lekarzy specjalizujacych si¢ w transplantologii klinicznej w ramach kursow

specjalizacyjnych (CMKP, CKP WUM)
PROMOTOR POMOCNICZY PRACY DOKTORSKIEJ:

- Wydziat Lekarski Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, szkota doktorska, lek Marcin

Jasinski, w trakcie

- Wydziat Lekarski Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, szkota doktorska, lek Dorota

Szcze$, w trakcie
PROMOTOR PRACY LICENCJACKIEJ:

- Wydziat Nauk o Zdrowiu, Warszawski Uniwersytet Medyczny, mgr Aleksandra Stawinska,
pt. ,,Wplyw diety dawcow mikrobioty jelitowej na parametry uformowania stolca wedtug skali
Bristolskiej oraz gestos¢ 1 objeto$¢ mierzong iloscig powstatych kapsutek w procesie

wytwarzania preparatow mikrobioty jelitowej” — obrona 2023 z wyrdznieniem

c. UDZIAL W WYBRANYCH KONFERENCJACH (wyklady ustne, sesje posterowe):

1. Transplantacja mikrobioty jelitowej (FMT) jako metoda redukcji ryzyka
okotoprzeszczepowego zakazen bakteriami wielolekoopornymi - XXII Konferencja
Polskiego Towarzystwa Hepatologicznego 25-27 maja 2023, Katowice

2. Jak wykona¢ przeszczepienie mikrobioty jelitowe]j — aspekty praktyczne — Warszawskie
spotkania Gastroenterologiczne — Warszawa 11-12.06.2022

3. Przeszczep mikroflory przy uzyciu kalu-najnowsze doniesienia i perspektywy -
Nutribiota Szczecin 4.06.2022

4. Fecal microbiota transplantation for GVHD — Transplant Complications Working Party
Educational Meeting of the EBMT 18-19 listopad 2021

5. Gut microbiota and graft-versus-host disease in patients after bone marrow
transplantation. FMT as a prevention or treatment? Targeting Microbiota by
International Society of Microbiota 10-11 October, 2019, Krakow
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Microbiota and HSCT - 21st Educational Course of the Infectious Diseases Working
Party EBMT, 25-27 October 2018 Karolinska Institutet, Stockholm, Sweden

The role of gut microbiome in hematology and hematopoietic cell transplantation - XVI1
conference of Polish Society of Experimental and Clinical Immunology Warsaw,
Poland 8-10 June 2017

Fecal Microbiota Transplantation in Patients with Blood Disorders Inhibits Gut
Colonization with Antibiotic-Resistant Bacteria: Results of a Prospective, Single-Center
Study — PRESIDENTIAL SYMPOSIUM, 42 EBMT annual meeting, 26-29.03.2017,
Marseille, France

Fecal microbiota transplantation - "biological weapon™ to fight with antibiotic resistance
or the way to improve the patient’s prognosis? IInd Polish Conference ,,Microorganisms
in the human world - opportunistic organisms Bydgoszcz, Poland 20-21.05.2016

Fecal microbiota transplantation other than C. difficile infection — own perspective |
International Clinical Symposium ,,CLOSTRIDIUM DIFFICILE infections — pandemy
of XXI century” Warsaw, Poland 28.10.2015

The world's first fecal microbiota transplantation to eradicate the carriage of antibiotic-
resistant bacteria from the gastrointestinal tract in a patient with blood disease — XXVI
Conference of Polish Society of Hematology and Transfusion Medicine, Szczecin,
Poland 23-26.09.2015

Bilinski J, et al. Fecal microbiota transplantation to treat GVHD — retrospective survey
by EBMT. Praga 2022

Dzieciatkowski T, Przybylski M, Bilinski J, Waszczuk-Gajda A, Jedrzejczak WW,
Basak GW, Wroblewska M, Mlynarczyk G The relationship between viral infection and
the development of acute graft-versus-host disease on adult recipients of allogeneic
haematopoietic stem cells 27th Annual Meeting of the Society for Virology; 22-25
March 2017; Marburg, Germany

Przybylski M, Rynans S, Waszczuk-Gajda A, Bilinski J, Jedrzejczak WW, Basak GW,
Mlynarczyk G, Dzieciatkowski T Sequence typing of human adenoviruses isolated from
Polish allogeneic haematopoietic stem cell transplant recipients 27th Annual Meeting
of the Society for Virology; 22-25 March 2017; Marburg, Germany

Dzieciatkowski T, Przybylski M, Basak GW, Bilinski J, Tormanowska M,
Tomaszewska A, Halaburda K, Mlynarczyk G. The potential role of viral infections on

appearance of graft-versus-host disease on adult recipients of allogeneic
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

haematopoietic stem cell transplantation in early post-transplant period. 6" European
Congres of Virology, 19-22.10.2016 Hamburg, Germany

Przybylski M, Tomaszewska A, Dziecigtkowski T, Majewska A, Rusicka P, Basak GW,
Nasitowska-Adamska B, Bilinski J, Jedrzejczak WW, Wroblewska M, Mtynarczyk G,
Hataburda K Prevalence of alpha-herpesvirus DNA in the blood of allogeneic
hematopoietic stem cells recipients in the early post-transplant period XXVI1I Meeting
of Polish Society of Microbiology ,,Microbiology — new challenges, new perspectives”
25-27.09.2016, Bydgoszcz, Poland

Bilinski J, Robak K, Peric Z et al. The impact of gut colonization by antibiotic-resistant
bacteria on the outcomes of allogeneic hematopoietic stem-cell transplantation: a
retrospective, single-center study. EBMT, Valencia, Spain 2016 - Submission N°:
EBMT16-PH-1559

Bilinski J, Grzesiowski P, Muszynski J et al. The world's first fecal microbiota
transplantation to eradicate the carriage of antibiotic-resistant bacteria from the
gastrointestinal tract in a patient with blood disease — XXVI Conference of Polish
Society of Hematology and Transfusion Medicine, Szczecin, Poland 23-26.09.2015
Bilinski J, Robak K, Rusicka P i wsp. Analysis of the influence of gut colonization with
antibiotic-resistant bacteria on the results of allogenic hematopoietic stem cells
transplantation XXVI Conference of Polish Society of Hematology and Transfusion
Medicine, Szczecin, Poland 23-26.09.2015

Bilinski J, Grzesiowski P, Muszynski J i wsp. Fecal microbiota transplantation to
eradicate the carriage of multi-drug resistant bacteria from the gastrointestinal tract in
a patient with cancer and secondary immunodeficiency — | International Conference
,Infections in hematology and transplantology” Kazimierz Dolny, Poland; 7-9.05.2015
Bilinski J, Robak K, Rusicka P i wsp. Analysis of the influence of gut colonization with
antibiotic-resistant bacteria on the results of allogenic hematopoietic stem cells
transplantation - 1 International Conference ,Infections in hematology and
transplantology” Kazimierz Dolny, Poland; 7-9.05.2015

Bilinski J, Rusicka P, Marchel H, i wsp. Assessment of bacterial gut colonization prior
to allogeneic stem cell transplantation as a tool for predicion of systemic infecions
during early postHSCT period. EBMT annual meeting Milan 2014; Bone Marrow
Transplant; 49:5101-S385
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23. Bilinski J, Czyzniejewska N, Budzynski J Sexual life disorders in patients hospitalized
in the internal medicine department Vth International Conference of Polish Angiology
Society; Ustron, Poland 9.11.2013

24. Bilinski J, Czyzniejewska N, Budzynski J Ankle-brachial index in patients hospitalized
in the internal medicine department Vth International Conference of Polish Angiology
Society; Ustron, Poland 9.11.2013

25. Bilinski J, Czyzniejewska N, Budzynski J Lower limb pain and ankle-brachial index in
patients over 50 years of age hospitalized in the internal medicine department Vth

International Conference of Polish Angiology Society; Ustron, Poland 9.11.2013

d. AUTORSTWO I ROZDZIALY W MONOGRAFIACH NAUKOWYCH

ROZDZIALY W MONOGRAFIACH NAUKOWYCH

1. Tytul rozdzialu: Transplantacja mikrobioty jelitowej
Tytul ksigzki: Zywienie w zaburzeniach mikrobioty jelitowe;
Adres wydawcy: Wydawnictwo Lekarskie PZWL, 2021
Opis fizyczny: s. 379 - 391
Rodzaj: rozdziat w monografii naukowej
Jezyk publikacji: polski

2. Tytul rozdzialu: Diagnostyka limfadenopatii
Tytul ksigzki: Hematologia Kompendium
Adres wydawcy: Wydawnictwo Lekarskie PZWL, 2021
Opis fizyczny: s. 195 - 200
Rodzaj: rozdziat w podreczniku

Jezyk publikacji: polski
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7.

INNE

NAGRODY, STYPENDIA I WYROZNIENIA::

NAGRODY I WYROZNIENIA :

1.

10.

11.

Laureat — III miejsce w Konkursie ,,Jnnowator Mazowsza — Innowacyjny Naukowiec”
—2020 .

Laureat - Nagroda Zaufania Ztoty OTIS w kategorii Debiut naukowy — 2020 r.

Laureat — Mtody Ambasador (Young Ambassador) Europejskiego Towarzystwa ds.
Transplantacji Szpiku i Krwi (EBMT) — 2020 r.

Laureat - Nagroda specjalna JM Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
»Zlota kukutka” za prace z najwigksza liczba cytowan w danym okresie wsrdd
naukowcow WUM — 2019 r.

Laureat — nagroda zespotowa Wydziatu Nauk Medycznych Polskiej Akademii Nauk —
2017 .

Laureat Nagrody |1l stopnia Rektora WUM 2017 r.

III miejsce w klasyfikacji zespotowej w Finale Ogdlnopolskiego Konkursu Wiedzy
Anatomicznej ,,Scapula Aurea” - 31.05.2008 Warszawski Uniwersytet Medyczny
Finalista VI Ogo6lnopolskiego Konkursu Wiedzy Biochemicznej ,,Superhelisa”
16.05.2009 Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego Krakow

VI miejsce w Finale II Edycji Ogolnopolskiego konkursu ,,Przypadki medyczne”
07.05.2011 Wroctaw

I miejsce w X Jubileuszowej edycji Ogolnopolskiego konkursu diagnostycznego
»Sprawa dla diagnosty” 08.06.2012 portal przypadkimedyczne.pl Wroctaw

I miejsce w Xl edycji Ogoélnopolskiego konkursu diagnostycznego ,,Sprawa dla
diagnosty” 10-30 listopada 2012 roku za posrednictwem portalu przypadkimedyczne.pl

Wroclaw

STYPENDIA:

1.

Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za wybitne osiggnigcia w nauce
na rok 2012/2013 — przyznane 7.12.2012 w Warszawie
Na kazdym roku studiow lekarskich Stypendium Rektora (dawne stypendium

naukowe) za osiggnigcia w nauce
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3. Na I i Il roku studiébw Doktoranckich Stypendium Rektora dla najlepszych

doktorantéw

4. Nalilll roku studiéw Doktoranckich Stypendium Projako$ciowe

5. Nagrody Rektora za osiagniecia naukowe (kilka razy)

FUNKCJA RECENZENTA W CZASOPISMACH NAUKOWYCH Z IMPACT
FACTOR ORAZ INSTYTUCJI NAUKOWYCH POLSKICH I ZAGRANICZNYCH:
1. Austrian Science Fund (FWF)

o 0ok~ w DN

Narodowe Centrum Nauki

Experimental Hematology & Oncology Journal
Frontiers in Microbiology Journal

Warsaw International Medical Congres

Wiele innych

PRACA NA RZECZ SAMORZADU LEKARSKIEGO, SPOLECZNOSCI
LEKARSKIEJ, MEDYCZNEJ I SPOLECZENSTWA W OBSZARZE OCHRONY

ZDROWIA:

2022-2026 | Delegat na Krajowy Zjazd Lekarzy

2022-2026 | Cztonek Naczelnej Rady Lekarskiej

2018-2022 | Wiceprezes Okregowej Izby Lekarskiej w Warszawie
Cztonek Naczelnej Rady Lekarskiej

2018-2022 | Delegat na Krajowy Zjazd Lekarzy

2015-2018 | Wiceprzewodniczgcy Porozumienia Rezydentow Ogodlnopolskiego Zwigzku
Zawodowego Lekarzy

WYBRANE UMIEJETN OSCI KLINICZNE:
- wykonywanie zabiegdw biopsji szpiku i trepanobiopsji;

- wykonywanie zabiegow biopsji szpiku dawcdow szpiku w warunkach bloku operacyjnego;

- transplantacja krwiotworczych komdérek macierzystych auto i allogenicznych;
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- ,,mata chirurgia”, m. in. biopsje skory, opracowanie wktu¢ centralnych;
- pelna diagnostyka kliniczna internistyczna, hematologiczna, onkologiczna;

- szkolenie GCP (Good Clinical Practice) wraz z uzyskaniem certyfikatow — ostatnie 2022.

(podpis wnioskodawcy)

Dokument
podpisany przez
Jarostaw Jozef
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