Ocena skutecznosci tréjlekowego schematu immunosupresji w zapobieganiu
wytwarzania swoistych przeciwciat anty-HLA (ang. donor-specific antibodies;
DSA) u dzieci po transplantacji nerki- badanie retrospektywne i
prospektywne,

Streszczenie

O odlegtych losach przeszczepu nerki decyduje kilka naktadajacych sie czynnikéw, niemniej
jednym z podstawowych jest przewlekte odrzucanie humoralne (ang. chronic humoral
antibody mediated rejection; CAMR) ktére obecnie traktowane jest jako podstawowa
przyczyna poznej utraty przeszczepu. Wskaznikiem inicjacji takiego procesu jest powstawanie
de novo swoistych przeciwciat przeciwko niezgodnym antygenom zgodnosci tkankowej dawcy
(ang. Donor Specific Antibodies; dn DSA) po transplantacji, czyli tworzenie ich przez pacjenta,
u ktorego przed transplantacj nie wykrywa sie ich obecnosci, co wigze sie z gorszym odlegtym
przezyciem przeszczepionej nerki. Pomimo, 7e po zabiegu przeszczepienia nerki zaleca sie
badanie na obecnoé¢ dnDSA, to nie ma jednoznacznego konsensusu co do optymalnego czasu
W jakim to badanie nalezy wykonaé¢ (w sytuacjach pogorszenia czynnosci graftu czy te:z
wyprzedzajaco/ profilaktycznie) i jak czesto je powtarzaé. Jednym z powodow jest relatywnie

wysoki koszt tych badan, istotny zwtaszcza przy ich regularnym wykonywaniu.

Za jeden z kilku z potwierdzonych i zidentyfikowalnych czynnikéw ryzyka produkcji dnDSA
uznawana jest nieadekwatna immunosupresja, jednak znaczenie poszczegdlnych lekdw
immunosupresyjnych oraz zakres optymalnej ekspozycji na nie pod wzgledem skutecznego
zapobiegania produkcji DSA nie s3 w petni jasne. Na dobdr rodzaju immunosupresji, jej
dawkowanie oraz stezenie lekéw, jakie nalezy utrzymywaé, wptywa przedtransplantacyjna
ocena tzw. ryzyka immunologicznego. Czynniki niskiego/umiarkowanego ryzyka to
pierwszorazowe przeszczepienie, dobry dobér tkankowy (antygendw HLA dawcy i biorcy) oraz
nieobecnos¢ preformowanych DSA. Przeciwnie — kolejna transplantacja, istotne uczulenie
immunologiczne wynikajagce z obecnodci preformowanych DSA i staby dobér HLA s3
czynnikami podwyzszonego ryzyka immunologicznego, ktére moze wigzaé si¢ z rozwojem
ostrego odrzucania lub cAMR. Nie zawsze jednak niskie lub umiarkowane ryzyko
immunologiczne wyklucza rozwéj cAMR, a wtedy wskaZnikiem inicjacji takiego procesu jest

wykrycie dnDSA. Leczenie immunosupresyjne opiera sie na stosowaniu kilku lekdw, ktére majg
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odmienne punkty uchwytu, tak by wzajemnie sie uzupetniaty, przy jednoczesnym ograniczeniu
swoistej toksycznosci. Pacjenci niskiego/umiarkowanego ryzyka immunologicznego otrzymuja
przewlekle immunosupresje w tzw. schemacie tréjlekowym, taczacym w  wiekszodci
przypadkow takrolimus (TAC), mykofenolan mofetylu (MMF) oraz prednizon (PRED), bez
stosowania biologicznego leku indukcyjnego. Dawki i stgzenia lekdw s3 najwyisze w
pierwszych 3 miesigcach po transplantacji i nastepnie sa stopniowo zmniejszane, ale istniejg
progi, ponizej ktérych stezenia lub dawki konkretnego leku nie powinny sig obnizy¢. O ile tak
sig (nieplanowo) dzieje — narasta wtérne ryzyko immunologiczne. Ocena leczenia opiera sie
na terapeutycznym monitorowaniu stezeri lekéw, a w praktyce klinicznej ekspozycje na
konkretny lek najczesiciej obrazuje stezenie Co (czyli najnizsze w ciggu doby, tuz przed
podaniem kolejnej dawki). Rutynowo ocenia sie stezenia takrolimusu (TAC), cyklosporyny
(CsA), kwasu mykofenolowego (MPA) oraz syrolimusu (SIR). Jednym z postulowanych
czynnikow ryzyka powstawania dnDSA jest istotna zmienno$¢ stezenia Co TAC stwierdzana w
trakcie kolejnych wizyt ambulatoryjnych, co moze sugerowa¢ nieprzestrzeganie zalecer przez
pacjenta (ang. non-adherence) lub wystepujacg niezaleznie - odmiennodé osobniczg
metabolizmu lekéw. W zwigzku z tym ze wigkszos¢ pacjentdw otrzymuje tréjlekowy schemat
immunosupresji, ostateczny efekt ich sity jest wynikiem skumulowanego dziatania wszystkich
lekow. Ekspozycje na sumaryczne dziatanie kilkulekowej immunosupresji mozna ocenia¢
stosujgc tzw. skale Vasudeva (w modyfikacji dostosowanej do odrebnosci dzieciecych biorcéw
przeszczepu nerki). Skala ta sumuje ,site” dziatania kilku lekéw podawanych jednocze$nie,
nadajgc im range punktowa w zaleznosci od wysokosci stosowanej dawki, przy czym w

przypadku dzieci - z przeliczeniem na powierzchnie ciata.

Wyniki transplantacji nerki w Centrum Zdrowia Dziecka, wyrazajace sie w ostatniej dekadzie
98% 5-letnim przezyciem pacjentéw oraz 85% 5-lethim przezyciem przeszczepu nerki
wskazuja, ze stosowana w wigkszosci  przypadkéw niskiego lub $redniego ryzyka
immunologicznego, standardowa trojlekowa immunosupresja podtrzymujgca (takrolimus +
mykofenolan mofetylu + prednison) jest skuteczna w zachowaniu czynnosci nerki, a co za tym
idzie powinna takze zapobiega¢ powstawaniu DSA i rozwojowi przewlektego humoralnego
odrzucania. Jednoczeénie z wczesniejszych naszych obserwacji wynika, ze u chorych
wykazujacych tendencje do niekorzystnego przebiegu klinicznego i relatywnie szybkiego

postepu niewydolnosci przeszczepionej nerki — wykonane po raz pierwszy (w takich



przypadkach) ,péine” badanie w kierunku DSA wielokrotnie potwierdzato ich obecnos¢, ktérej

towarzyszyty zmiany w biopsji nerki o typie cAMR.

Z tego powodu w obecnej pracy dokonano oceny retro- i prospektywne] czestoéci
wystgpowania DSA, w zaleznosci od wskazar do tego badania, od czasu po transplantaciji, a
takze oceny wptywu DSA na losy przeszczepu w perspektywie prospektywnej oraz oceny
skutecznosci podstawowe; immunosupresji w zakresie zapobiegania powstawaniu dnDSA u

dziecigcych biorcéw przeszczepu nerki niskiego i umiarkowanego ryzyka immunologicznego.

Celem podstawowym pracy byta ocena skutecznoéci tréjlekowego schematu immunosupresji
stosowanej u chorych niskiego/miarkowanego ryzyka w zapobieganiu powstawania dnDSA w

czasie dwuletniej obserwaciji.
Cele dodatkowe:

1. ocena loséw przeszczepu w badaniu retrospektywnym, u dzieciecych biorcéw
przeszczepu nerki, u ktérych badanie w kierunku DSA wykonywano tylko ze wskazar
klinicznych;

2. zdefiniowanie rzeczywistej czestoéci obecnoéci DSA w badaniu prospektywnym
z 2-letnia obserwacja, u dzieciecych biorcéw przeszczepu nerki z grupy
niskiego/umiarkowanego ryzyka immunologicznego, u ktérych badanie w kierunku
dnDSA wykonywano protokolarnie (w okreslonych punktach czasowych);

3. wykazanie istotnosci klinicznej powstawania dnDSA w grupie prospektywnej
dla czynnosci przeszczepu;

4. ocena wptywu sity immunosupresji na ryzyko powstawania dnDSA:

* zidentyfikowanie wartosci Co TAC, przy ktérej dnDSA nie wystepowaty;

¢ okreslenie wptywu wartoéci wskaznika zmiennogci stezent Co TAC na powstawanie
dnDSA;

e okreélenie czy warto$¢ wskaznika skumulowanej ekspozycji na tréjlekowa
immunosupresje wg. skali Vasudeva (zmodyfikowanej dla dzieci) ma wptyw na

wytwarzanie dnDSA.



Materiat i metody:

Badaniem objeto 67 chorych po przeszczepieniu nerki bedacych pod opieka Kliniki Nefrologii
Transplantacji Nerek i Nadcisnienia Tetniczego Instytucie Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka.

Chorzy nalezeli do dwéch odrgbnych grup:

l. grupy retrospektywnej (n= 29) po transplantacjach wykonanych w latach 2002 —
2013, u ktorych wykonywano oznaczenie przeciwciat DSA tylko ze wskazan
klinicznych (z powodu istotnego pogorszenia czynnoéci graftu).

Il. grupy prospektywnej (n=38) po transplantacjach wykonanych w latach 2017-2018,
u ktérych oznaczenia DSA wykonywane byto protokolarnie, w kolejnych punktach
czasowych do 2 lat po przeszczepieniu, niezaleznie od stanu klinicznego

Czasowe punkty badan to: O (w dniu transplantacji), oraz po 3, 6, 12 i 24 miesigcach od
przeszczepienia. U tych chorych oceniano stezenia Co takrolimusu w odstepach czasowych: 1,
3, 6,12, 18 i 24 miesigce po transplantacji oraz wskaznik zmiennoéci stezenia Cotakrolimusu
w czasie 1 i 2 lat po transplantacji, wyliczany na podstawie wszystkich kolejnych wynikéw
badan stezenia. Parametrem oceny czynnoéci przeszczepionej nerki byto stezenie kreatyniny i
szacowany wskaZnik przesgczania kiebuszkowego (eGFR) wg. zmodyfikowane] formuty
Schwartz'a. Biopsje nerki wykonywano u pacjentéw nalezagcych do obu grup wytacznie ze
wskazan klinicznych). Ich wyniki oceniano w patomorfologicznej skali Banff. Ocene obecnosci
i (posrednio) miano przeciwciat (wyrazone jako MFI — Mean Fluorescence Intensity) wykonano

technika multiplexéw przy uzyciu analizatora Luminex.
Podsumowanie wynikdw:

1. w prospektywnej dwuletniej ocenie pacjentéw niskiego/$redniego  ryzyka
immunologicznego wykazano systematyczny wzrost czestosci wystepowania dnDSA z
wartosci 8% po 3 miesigcach, poprzez 11% po 6, 16% po 12 i 21% po 24 miesigcach
obserwacji; w 75% przypadkdéw byty to przeciwciata klasy Il, a w pozostatych 25% - klasy
l;

2. we wszystkich potwierdzonych przypadkach obecnosci przeciwciat w grupie
prospektywnej wartos¢ MFI dnDSA byta nizsza od 3000, a wartoé¢ kalkulatora ryzyka

DSA-RIS (ang. DSA-Representative Scoring System) oceniajgcego u dzieci po



transplantacji nerki ryzyko rozwoju odrzucania humoralnego byfa niska i wynosita 2
(przy progu odciecia 17, dla prawdopodobieristwa > 95%);

u 18% pacjentow z grupy prospektywnej wystapity wskazania do biopsji nerki, z czego
w 70% rozpoznano ostre odrzucanie, niemniej w zadnej biopsji nie potwierdzono
zmian o typie odrzucania humoralnego;

przezycie czynnosci przeszczepu nerki w grupie prospektywnej wynosito po roku
obserwacji 100%, po 2 latach - 97%;

obecnos¢ dnDSA udowodniona prospektywnie, wykazywata zwigzek z istotnym (4.5 -
krotnie wyzszym) ryzykiem pogorszenia czynnosci przeszczepu nerki, wyrazonej jako
obnizenie eGFR o ponad 30% od wartosci wyjsciowej, niezaleznie od nieobecnosci
humoralnego odrzucania;

analizujgc dwie podgrupy chorych obserwowanych prospektywnie, pacjentéw ktérzy
wytworzyli przeciwciata (dnDSA (+)) oraz chorych nie wytwarzajacych przeciwciat
(dnDSA (-)) wykazano, ze: - nie réznili sig pod wzgledem zakresu i dawek stosowanych
lekéw immunosupresyjnych; - pacjenci dnDSA (-) mieli istotnie wyiszg wartosé
mediany stgzenia takrolimusu (TAC Co ) (dane wyliczone z kolejnych 181 oznaczen) o
wysokosci 7.9 vs 7.1 ng/ml (p=0.088); - nie wykazano istotnej réznicy w zakresie
wartosci wspotczynnika zmiennosci TAC Co miedzy pacjentami dnDSA (-) i dnDSA (+)
(31 vs. 29; p = 0,56); nie wykazano istotnej réznicy w zakresie wartoéci wskaznika
Vasudeva (skumulowanej sity immunosupresji), obliczanego po 12 i 24 miesigcach po
transplantacji (odpowiednio 6.3 vs 6.1 5.3 vs 4.1, NS);

analiza grupy retrospektywnej wykazata, ze: - w grupie tej (przy 100% obecnoéci
dnDSA, w tym w 28% klasy |, w 52% klasy II, a w 21% obydwu klas) w 66 % wykonanych
biopsji wykazano cechy przewlektego humoralnego odrzucania, a 41% chorych utracito
przeszczep w ciggu 2.4 roku po wykryciu dnDSA;

W grupie retrospektywnej warto$¢ mediany stezenia takrolimusu (TAC Co) w
oznaczeniach w czasie dwoch lat poprzedzajgcych wytworzenie dnDSA (liczba
oznaczer 145), w poréwnaniu do mediany wartosci z oznaczerh pomiedzy 3. a 24.
miesigcem po transplantacji w grupie prospektywnej (liczba oznaczeh 181) byta
istotnie nizsza i wynosita 5,6 vs 7.3 ng/ml (p<0.0001); - wartoé¢ wspotczynnika

zmiennosci stezenia takrolimusu, w okresie dwuletniej obserwacji przed wykryciem
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dnDSA, byta wyzsza w poréwnaniu do wartoéci wystepujacej w grupie prospektywnej
(30 vs 23%), ale tylko na granicy istotnosci statystycznej (p=0.056);

9. analiza poréwnujaca chorych dnDSA (+) i dnDSA (-) bez wzgledu na przynaleznoéé do
grupy (prospektywnej lub retrospektywnej) wykazata, ze wartoéé mediany stezenia
takrolimusu (TAC Co) u pacjentéw dnDNA (-) (liczba prébek 145) byta istotnie wyisza,
niz u chorych dnDSA (+) (liczba prébek 181); odpowiednio 7.4 vs 6.0 (p< 0.0001).

Whioski:
Podstawowy

Trojlekowa immunosupresja, skfadajaca sie¢ z takrolimusu, mykofenolanu mofetylu i
prednizonu, stosowana po transplantacji nerki u  pediatrycznych pacjentéw
niskiego/umiarkowanego ryzyka immunologicznego, w wigkszosci przypadkéw zapobiega
powstawaniu swoistych przeciwciat przeciwko niezgodnym antygenom dawcy (dnDSA), przy
czym ten efekt jest przede wszystkim skutkiem stosowania takrolimusu i utrzymywania jego

stezenia w gérnych wartosciach zalecanego zakresu.
Dodatkowe

1. Obecnoé¢ przeciwciat dnDSA wykrywana w badaniu wykonywanym ze wskazar
klinicznych (w grupie retrospektywnej) byta zwigzana z obecnoscig odrzucania
przeszczepu (potwierdzonego biopsja) w 2/3 przypadkéw (w tym w 66% o charakterze
przewlektego humoralnego odrzucania) oraz utrata przeszczepu nerki w 41%
przypadkow w ciggu 2.4 roku od ich wykrycia

2. W prospektywnej dwuletniej ocenie pacjentéw niskiego/$redniego ryzyka
immunologicznego wykazano systematyczny wzrost czestosci wystepowania dnDSA z
wartosci 8% po 3 miesigcach, poprzez 11% po 6, 16% po 12 i 21% po 24 miesigcach
obserwacji; w 75% przypadkéw byly to przeciwciata klasy II, a w pozostatych 25% klasy
I

3. Obecnos¢ przeciwciat dnDSA wykazywana prospektywnie, miata zwigzek z istotnym
(4.5-krotnie wyzszym) ryzykiem pogorszenia czynnosci przeszczepu nerki w ciggu
dwuletniej obserwacji, wyrazonej jako szacowana wielkoé¢ przesaczania
ktebuszkowego o ponad 30% od wartosci wyjsciowej, niezaleznie od nieobecnoéci

humoralnego odrzucania
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4. W zakresie oceny sity immunosupresji:

wykazano, ze przeciwciata dnDSA nie wystgpowaty u chorych, u ktérych mediana
stezenia takrolimusu (TAC Co) wyliczona z oznaczen wykonanych w okresie
dwuletniej obserwacji lub (odpowiednio) dwéch lat poprzedzajacych pojawienie
sie dnDSA, byta > 7.4 ng/ml;

nie wykazano istotnej réznicy w zakresie wartoéci wspotczynnika zmiennosci
stezenia takrolimusu (TAC Co) miedzy pacjentami produkujgcymi i nie
produkujgcymi przeciwciata dnDSA;

nie wykazano zwigzku wystepowania/niewystepowania przeciwciat dnDSA z
wartoscia  wskaznika  skumulowanej ity trojlekowej  immunosupres;ji
(wg.Vasudeva), co wskazuje, ze podstawowym lekiem wptywajacym na
zahamowanie powstawania dnDSA jest takrolimus, pod warunkiem utrzymywania

jego stezenia na odpowiedniej wysokoéci.
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