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Wykaz skrétéow
AMR- odrzucanie zalezne od przeciwciat (ang. antibody mediated rejection)

cAMR- przewlekte odrzucanie zalezne od przeciwciat (ang. chronic antibody mediated

rejection)

anty-HLA- przeciwciata przeciwko ludzkim antygenom leukocytarnym
AT1R-Ab- przeciwciata przeciwko receptorowi typu 1 dla angiotensyny Il
AUC- pole pod krzywg stezenia leku (ang. area under a curve)

AZA- azatiopryna

Caqg- sktadnik dopetniacza Caq

Ciq-sktadnik dopetniaczaCiq

Csp-9 -kompleks atakujgcy btone (ang. membrane attack complex)

CAKUT- wady wrodzone budowy nerek i uktadu moczowego (ang. congenital anomalies of

kidney and urinary tract)

CAN- przewlekta nefropatia przeszczepu (ang. chronic allograft nephropathy)
CMV- wirus cytomegalii

CNI- inhibitor kalcyneuryny (ang. calcineurin inhibitor)

Co- minimalne stezenie leku przed kolejng dawka

Co TAC - minimalne stezenie tacrolimusu przed kolejng dawka

CsA- cyklosporyna

CV — wspdtczynnik zmiennosci (ang. coefficient of variation)

CYP3A5- genotyp cytochromu p450

dd-cfDNA- pozakomérkowe swoiste DNA dawcy (ang. donor specific cell-free DNA)

dnDSA- swoiste przeciwciata przeciw antygenom dawcy powstate ,,de nowo” (ang. de novo

donor specific antibodies)



DSA —przeciwciata przeciwko antygenom dawcy

EBV- wirus Epsteina-Barr (ang.Epstein-Barr virus)

eGFR- szacowany wskaznik filtracji ktebuszkowej (ang. estimated glomerular filtration)
ETa R-Ab- - przeciwciata przeciwko receptorowi typu A dla endoteliny-1

EVR- ewerolimus

FSGS- ogniskowe stwardnienia ktebuszkéw (ang. focal segmental glomerular sclerosis)
HLA- ludzkie antygeny leukocytarne (ang. Human Leukocyte Antigens)

IF/TA - witdknienia zrebu i zanik cewek nerkowych (ang. interstitial fibrosis/tubula ratrophy)
IL- 18- interleukina 18

MFI- $rednia intensywnos¢ fluorescencji (ang. mean fluorescence intensity)

MME- mykofenolan mofetylu

MPA —kwas mykofenolowy (ang. mycophenolic acid)

mMTOR- inhibitor kinazy mTOR (ang. mTOR inhibitor)

NAPRTCS- amerykanski rejestr dotyczacy przeszczepienia nerek u dzieci (ang. North

American Pediatric Renal Trials and Collaborative Studies)

PRA — panel reaktywnych przeciwciat (ang. panel reactive antibodies)
Pred- prednizon

TAC- tacrolimus

TGF-B- transformujgcego czynnika wzrostu-beta

RIS-DSA- kalkulator prawdopodobienstwa wystgpienia odrzucania humoralnego (ang. DSA-

Representative Scoring System)
SIR — syrolimus

SD- odchylenie standardowe
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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 naktadajgcych sie czynnikdw, niemniej
jednym z podstawowych jest przewlekte odrzucanie humoralne (ang. chronic humoral
antibody mediated rejection; cAMR) ktore obecnie traktowane jest jako podstawowa
przyczyna péznej utraty przeszczepu. Wskaznikiem inicjacji takiego procesu jest powstawanie
de novo swoistych przeciwciat przeciwko niezgodnym antygenom zgodnosci tkankowej dawcy
(ang. Donor Specific Antibodies; dnDSA) po transplantacji, czyli tworzenie ich przez pacjenta,
u ktérego przed transplantacjg nie wykrywa sie ich obecnosci, co wigze sie z gorszym odlegtym
przezyciem przeszczepionej nerki. Pomimo, ze po zabiegu przeszczepienia nerki zaleca sie
badanie na obecnos¢ dnDSA, to nie ma jednoznacznego konsensusu co do optymalnego czasu
w jakim to badanie nalezy wykona¢ (w sytuacjach pogorszenia czynnosci graftu czy tez
wyprzedzajgco/ profilaktycznie) i jak czesto je powtarzaé. Jednym z powoddw jest relatywnie

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

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

wykrycie dnDSA. Leczenie immunosupresyjne opiera sie na stosowaniu kilku lekéw, ktére maja



odmienne punkty uchwytu, tak by wzajemnie sie uzupetniaty, przy jednoczesnym ograniczeniu
swoistej toksycznosci. Pacjenci niskiego/umiarkowanego ryzyka immunologicznego otrzymujg
przewlekle immunosupresje w tzw. schemacie tréjlekowym, tgczacym w wiekszosci
przypadkéw takrolimus (TAC), mykofenolan mofetylu (MMF) oraz prednizon (PRED), bez
stosowania biologicznego leku indukcyjnego. Dawki i stezenia lekdow s3 najwyzisze w
pierwszych 3 miesigcach po transplantacji i nastepnie sg stopniowo zmniejszane, ale istniejg
progi, ponizej ktdrych stezenia lub dawki konkretnego leku nie powinny sie obnizy¢. O ile tak
sie (nieplanowo) dzieje — narasta wtdérne ryzyko immunologiczne. Ocena leczenia opiera sie
na terapeutycznym monitorowaniu stezen lekéw, a w praktyce klinicznej ekspozycje na
konkretny lek najczedciej 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$¢ stezenia Co TAC stwierdzana w
trakcie kolejnych wizyt ambulatoryjnych, co moze sugerowac nieprzestrzeganie zalecen przez
pacjenta (ang. non-adherence) lub wystepujacg niezaleznie - odmiennos$é¢ osobnicza
metabolizmu lekéw. W zwigzku z tym ze wiekszos¢ pacjentdw otrzymuje tréjlekowy schemat
immunosupresji, ostateczny efekt ich sity jest wynikiem skumulowanego dziatania wszystkich
lekédw. Ekspozycje na sumaryczne dziatanie kilkulekowej immunosupresji mozna oceniac
stosujgc tzw. skale Vasudeva (w modyfikacji dostosowanej do odrebnosci dzieciecych biorcow
przeszczepu nerki). Skala ta sumuje ,site” dziatania kilku lekdéw podawanych jednoczesnie,
nadajgc im range punktowag w zaleznosci od wysokosci stosowanej dawki, przy czym w

przypadku dzieci - z przeliczeniem na powierzchnie ciata.

Wyniki transplantacji nerki w Centrum Zdrowia Dziecka, wyrazajgce sie w ostatniej dekadzie
98% 5-letnim przezyciem pacjentow oraz 85% 5-letnim przezyciem przeszczepu nerki
wskazujg, ze stosowana w wiekszo$ci przypadkéw niskiego lub S$redniego ryzyka
immunologicznego, standardowa tréjlekowa 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. Jednoczesnie z wczesniejszych naszych obserwacji wynika, ze u chorych
wykazujgcych tendencje do niekorzystnego przebiegu klinicznego i relatywnie szybkiego

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



przypadkach) ,pozne” badanie w kierunku DSA wielokrotnie potwierdzato ich obecnos¢, ktorej

towarzyszyty zmiany w biopsji nerki o typie cAMR.

Z tego powodu w obecnej pracy dokonano oceny retro- i prospektywnej czestosci

wystepowania DSA, w zaleznosci od wskazan do tego badania, od czasu po transplantacji, a

takze oceny wptywu DSA na losy przeszczepu w perspektywie prospektywnej oraz oceny

skutecznosci podstawowej immunosupresji w zakresie zapobiegania powstawaniu dnDSA u

dzieciecych biorcéw przeszczepu nerki niskiego i umiarkowanego ryzyka immunologicznego.

Celem podstawowym pracy byta ocena skutecznosci tréjlekowego schematu immunosupresji

stosowanej u chorych niskiego/miarkowanego ryzyka w zapobieganiu powstawania dnDSA w

czasie dwuletniej obserwacji.

Cele dodatkowe:

1.

3.

ocena losdw przeszczepu w badaniu retrospektywnym, u dzieciecych biorcow
przeszczepu nerki, u ktorych badanie w kierunku DSA wykonywano tylko ze wskazan
klinicznych;

zdefiniowanie rzeczywistej czestosci obecnosci DSA w badaniu prospektywnym
z 2-letnig obserwacjg, u dzieciecych biorcdw przeszczepu nerki z grupy
niskiego/umiarkowanego ryzyka immunologicznego, u ktérych badanie w kierunku
dnDSA wykonywano protokolarnie (w okreslonych punktach czasowych);

wykazanie istotnosci klinicznej powstawania dnDSA w grupie prospektywnej

dla czynnosci przeszczepu;

4. ocena wptywu sity immunosupresji na ryzyko powstawania dnDSA:

o zidentyfikowanie wartosci Co TAC, przy ktorej dnDSA nie wystepowaty;

e okreslenie wptywu wartosci wskaznika zmiennosci stezern Co TAC na powstawanie
dnDSA;

e okreslenie czy wartos¢ wskaznika skumulowanej ekspozycji na trdjlekowa
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 dwdch odrebnych grup:

l. grupy retrospektywnej (n= 29) po transplantacjach wykonanych w latach 2002 —
2013, u ktérych wykonywano oznaczenie przeciwciat DSA tylko ze wskazan
klinicznych (z powodu istotnego pogorszenia czynnosci 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: 0 (w dniu transplantacji), oraz po 3, 6, 12 i 24 miesigcach od
przeszczepienia. U tych chorych oceniano stezenia Cotakrolimusu w odstepach czasowych: 1,
3,6, 12, 18 i 24 miesigce po transplantacji oraz wskaznik zmiennosci stezenia Co takrolimusu
w czasie 1 i 2 lat po transplantacji, wyliczany na podstawie wszystkich kolejnych wynikéw
badan stezenia. Parametrem oceny czynnosci przeszczepionej nerki byto stezenie kreatyniny i
szacowany wskaznik przesgczania kiebuszkowego (eGFR) wg. zmodyfikowanej formuty
Schwartz’a. Biopsje nerki wykonywano u pacjentéw nalezgcych do obu grup wytgcznie ze
wskazan klinicznych). Ich wyniki oceniano w patomorfologicznej skali Banff. Ocene obecnosci
i (posrednio) miano przeciwciat (wyrazone jako MFI — Mean Fluorescence Intensity) wykonano

technikg multiplexdw przy uzyciu analizatora Luminex.
Podsumowanie wynikow:

1. w prospektywnej dwuletniej ocenie pacjentédw niskiego/sredniego 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% przypadkdow byty to przeciwciata klasy 11, a w pozostatych 25% - klasy
l;

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

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



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

u 18% pacjentéw 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, pacjentow ktérzy
wytworzyli przeciwciata (dnDSA (+)) oraz chorych nie wytwarzajgcych przeciwciat
(dnDSA (-)) wykazano, ze: - nie réznili sie pod wzgledem zakresu i dawek stosowanych
lekéw immunosupresyjnych; - pacjenci dnDSA (-) mieli istotnie wyzszg wartosé
mediany stezenia 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 wspoétczynnika zmiennos$ci TAC Co miedzy pacjentami dnDSA (-) i dnDSA (+)
(31 vs. 29; p = 0,56); nie wykazano istotnej rdznicy w zakresie wartosci wskaznika
Vasudeva (skumulowanej sity immunosupresji), obliczanego po 12 i 24 miesigcach po
transplantacji (odpowiednio 6.3 vs 6.1 i 5.3 vs 4.1, NS);

analiza grupy retrospektywnej wykazata, ze: - w grupie tej (przy 100% obecnosci
dnDSA, w tym w 28% klasy |, w 52% klasy I, 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$¢ mediany stezenia takrolimusu (TAC Co) w
oznaczeniach w czasie dwoéch lat poprzedzajgcych wytworzenie dnDSA (liczba
oznaczen 145), w poréwnaniu do mediany wartosci z oznaczen pomiedzy 3. a 24.
miesigcem po transplantacji w grupie prospektywnej (liczba oznaczen 181) byta
istotnie nizsza i wynosita 5,6 vs 7.3 ng/ml (p<0.0001); - warto$¢ wspdtczynnika

zmiennosci stezenia takrolimusu, w okresie dwuletniej obserwacji przed wykryciem

10



dnDSA, byta wyzsza w pordwnaniu do wartosci wystepujgcej 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 przynaleznos¢ do
grupy (prospektywnej lub retrospektywnej) wykazata, ze warto$¢ mediany stezenia
takrolimusu (TAC Co) u pacjentdow dnDNA (-) (liczba préobek 145) byta istotnie wyzsza,
niz u chorych dnDSA (+) (liczba prébek 181); odpowiednio 7.4 vs 6.0 (p< 0.0001).

Whnioski:
Podstawowy

Tréjlekowa immunosupresja, sktadajaca sie z takrolimusu, mykofenolanu mofetylu i
prednizonu, stosowana po transplantacji nerki u pediatrycznych  pacjentéw
niskiego/umiarkowanego ryzyka immunologicznego, w wiekszosci 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. Obecnos¢ przeciwciat dnDSA wykrywana w badaniu wykonywanym ze wskazan
klinicznych (w grupie retrospektywnej) byta zwigzana z obecnoscig odrzucania
przeszczepu (potwierdzonego biopsjg) w 2/3 przypadkdow (w tym w 66% o charakterze
przewlektego humoralnego odrzucania) oraz utraty przeszczepu nerki w 41%
przypadkdéw w ciggu 2.4 roku od ich wykrycia

2. W prospektywnej dwuletniej ocenie pacjentédw 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% przypadkdw byty to przeciwciata klasy Il, a w pozostatych 25% klasy
I

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

humoralnego odrzucania
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4. W zakresie oceny sity immunosupresji:

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

e nie wykazano istotnej rdznicy w zakresie wartosci wspoétczynnika zmiennosci
stezenia takrolimusu (TAC Co) miedzy pacjentami produkujgcymi i nie
produkujgcymi przeciwciata dnDSA,;

e nie wykazano zwigzku wystepowania/niewystepowania przeciwciat dnDSA z
wartoscig  wskaznika  skumulowanej sity  trdjlekowej immunosupresji
(wg.Vasudeva), co wskazuje, ze podstawowym lekiem wptywajgcym na
zahamowanie powstawania dnDSA jest takrolimus, pod warunkiem utrzymywania

jego stezenia na odpowiedniej wysokosci.
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Abstract

Evaluation of cumulative effect of standard triple immunosuppression on prevention of de

novo donor specific antibodies (dnDSA) production in children after kidney transplantation
—a retrospective and prospective study.

Long-term outcome of kidney transplantation is affected by several superimposed factors,
however chronic humoral antibody mediated rejection (CAMR) is a major factor related to the
late graft loss. De novoocurrence of donor specific antibodies ( dnDSA) is a predictive
phenomenon of a further dysfunction of the graft. Evaluating of dnDSA is currently
recommended, however the optimal timing and a frequence of this evaluation is still
discussed, as well as cost-effectiveness of such monitoring on regular basis. One of known
factors promoting the development of dnDSA is a suboptimal immunosuppression, however
a specific impact of the certain maintenance drugs on this risk is not fully clarified. Apparently,
the selection of immunosuppressive protocol, dosage and a target drug blood concentration
should be adjusted to pre-transplant stratification of the immunological risk in individual
patient. Primary transplantation, optimal HLA matching and absence of preformed DSA are
regarded as the factors of a low risk and in contrary, a retransplantation, poor HLA matching
and sensitization related to the presence of preformed DSA are regarded as the factors of a
high risk, which may be a underlying cause of acute or further chronic antibody mediated
rejection (CAMR). Despite these associations, the patients at low immunological risk may also
develop dnDSA. The protocols of immunosuppression are usually combined of three different
drugs, having various mechanisms of action, given together the achieve a synergistic effect
and also to minimize the specific adverse events, once the dosing may be decreased, while
drugs are combined. Patients of low-to-moderate immunological risk receive mainly a triple
immunosuppression protocol, including tacrolimus (TAC), mycophenolate mofetil (MMF) and
prednisone (Pred), with no biologic induction. The initially high doses and drug concentrations
are then systematically reduced after kidney transplantation, however there are certain
tresholds, belowe which the further reduction may increase the risk of rejection. Therapeutic
drug monitoring is based mainly on evaluation of a minimal, pre-dose concentration (Co),
which is a routine for therapy with calcineurine and mTOR inhibitors, and is also used in

evaluation of mycophenolic acid (MPA). Suboptimal blood concentration, as well as high
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intrapatient variability of a drug concentration (mainly tacrolimus), which might be regarded
as a marker of non-adherence (or defect of drug metabolism), may be a trigger of dnDSA
development. However, as most patients receive a triple-drug immunosuppression, a final
immunosuppressive power is related to the effect of all three drugs, which rises a question
about the relevance of cumulated therapy in terms of dnDSA production. Vasudev at al. have
invented a specific score, which allows to sum a power of different immunosuppressive drugs,
as one calculated number. The original scale was modified for pediatric transplant patients,

after adjustment of the doses to body surface area.

The outcomes of kidney transplantation in Chidren’s Memorial Health Institute, with 98% 5-
year patient survival and 85% 5-year graft survival suggest, that commonly used triple protocol
(TAC+MMF+Pred) in low-to-moderate risk patients is effective in most cases, however there
were several patients, who reduced the kidney function over time, presented cAMR in a
biopsy and (once the DSA testing became available), presented DSA, late after transplantation.
With this experience, the present study combined two separate groups of patients: - a
retrospective, and — a prospective one, in terms of analysis of incidence of dnDSA over time,
impact of dnDSA of kidney graft outcome and evaluation of a basic maintenance triple
immunosupprression on a dnDSAappearence in children after kidney transplantation,

regarded as remaining at low-to-moderate immunological risk.

The primary aim of the study was the evauation of triple immunosuppression
(TAC+MMF+Pred) effcicacy in terms of preventing the development of dnDSA in two-year

prospective follow-up.
Secondary purposes were as following:

1. Evaluation of kidney graft outcome in a retrospective group of patients, in whom the
presence of dnDSA was confirmed by testing for the clinical indications only

2. Defining of the dnDSA incidence in a prospective group followed for two years after
transplantation, in whom dnDSA testing was performed regularly, by protocol

3. Evaluation of clinical relevance of dnDSA for maintaining a kidney function (in a
prospective group)

4. Evaluation of the effect of immunosuppresion protocol on development of dnDSA:

- defining the treshold of Co TAC by which dnDSA did not develop
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- evaulation of Co TAC intrapatient variability effect on the development of dnDSA
- evaluation of the effect of the cumulative exposure to triple immunosuppression
(Vasudev score) on development of dnDSA

Patient and metods.
Overall 67 patients have been evaluated and were divied in two groups:

l. retrospective group (n= 29) of patients transplanted between 2002 — 2013, in
whom the testing for dnDSA was done only for clinical indications in variable timing
Il. prospective group (n=38) of patients transplanted between 2017-2018, in whom
regular dnDSA testing was done by protocol, up to 2 years post-transplant,
nevertheless the clinical status
Timing of dnDSA testing was: day O (at transplantation), then after 3, 6, 12 i 24 after
transplantation. All patients have been tested for TAC Co whole blood concentration at 1, 3,
6, 12, 18 i 24 months after transplantation. Intrapatient variability of TAC Co (coefficient of
variation) was evaluated at 1 and 2 years after transplantation, based on all available
consecutive results of TAC Co, eGFR modified Schwartz formula was used to evaluate kidney
function. Kidney biopses were evaluated with use of the Banff criteria. Presence of dnDSA and
(non-direct) concentration - MFI (Mean Fluorescence Intensity) was evaluated with a

multiplex technique and the Luminex analyser.
Summary of results

Prospective group

1. regularincrease of dnDSA incidence from 8% at 3 months, trough 11% at, 6, 16% at 12
and 21% at 24 months was documented in a prospective group; 75% of these dnDSA
was of class Il and 25% of class |

2. inalldnDSA detected cases in a prospective group, the value of MFI dnDSA was < 3000,
and DSA-Representative Scoring System value, relevant for prediction of humoral
rejection was 2 (while predictive treshold is 17)

3. kidney biopsy was performed (due to the clinical indications) in 18% of patients from
prospective group and in 70% acute cellurar rejection was diagnosed (while no case of

cAMR)
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4. 1 -year graft survival was 100% and 2-year graft survival was 97% in a prospective

group
the presence of dnDSA, relevaled in a prospective group was associated with
significant, 4.5-time higher risk of deterioration of graft function (expressed as
decrease of eGFR > 30% below baseline), despite an absence of cAMR

dnDSA negative and dnDSA positive patients from a prospective group: - were not
different in terms of immunosuppressive protocol and drug dosing; - dnDSA (-) patients
showed significantly higher median value of TAC Co ( based on data from 181
evaluations) 7.9 vs 7.1 ng/ml (p=0.088), than dnDSA (+) patients; - showed no
significant difference in terms of intrapatient variability of TAC Co (coefficient of
variation)(31 vs. 29; p = 0,56).; showed no difference in terms of the Vasudev score,
calculated at 12 and 24 months after transplantation (6.3 vs 6.1 and 5.3 vs 4.1;

respectively; NS)

Retrospective group

1.

analysis of a retrospective group (100% of dnDSA presence; 28% of class |, 52% of class
Iland 21% class | and Il) showed, that cAMR was diagnosed in 66% of kidney biopsies,
and 41% of patients lost the graft within (median) 2.4 years after the detecting of
dnDSA

the median value of TAC Cp in all available evaluation within two years preceding the
detection of dnDSA (n= 145) in a retrospective group, compared with this value
calculated between 3rd and 24th month after transplantation in a prospective
group(n=181) was significantly lower (5,6 vs 7.3 ng/ml (p<0.0001)

intrapatient variability of TAC Co (coefficient of variation) calculated within two-year
prior to the detection of dnDSA, was (by number) higher than in prospective group (30

vs 23%), however the difference was not significant (p=0.056)

DSA(+) vs DSA (-) patients nevertheless the group:

analysis showed, that the median value of TAC Co (n=326) indnDSA (-) patients was
significantly higher than in dnDSA (+) patients (7.4 vs 6.0 respectively; p< 0.0001), than
in dnDSA (-) patients.
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Conclusions:

Primary conclusion:

Triple immunosuppression, including tacrolimus, mycophenolate mofetil and prednisone,
prevent the production of de novo donor specific antibodies (dnDSA) in most of the pediatric
kidney transplant recipients of low-to-moderate immunological risk, however this efficacy is
related mainly to the effect of tacrolimus and maintaning of it’s blood concentration on high

level within recommended target range.

Secondaryconclusions

1. The presence of dnDSA detected in the tests performed due to the clinical indications
(in prospective group) was associated with biopsy-proven rejection in 2/3 of cases and
cAMR pattern in 66% of them, resulting in graft loss in 41% of cases within next 2.4
years of follow-up

2. Aregularincrease of dnDSA incidence from 8% at 3 months, trough 11% at 6; 16% at 12
and 21% at 24 months, was documented in a prospective group

3. The presence of dnDSA, relevaled in a prospective group, was associated with a
significant, 4.5-time higher risk of deterioration of graft function (expressed as decrease
of eGFR > 30% below baseline), despite an absence of cAMR

4. The relevance of the immunosuppression for the development of dnDSA:

- patients with median value of TAC Co > 7.4 (calculated of all results within 2 years
after transplantation or within 2 -years before detecting dnDSA) did not develop
dnDSA

- there was no significant difference between the values of intrapatient variability of
TAC Co (coefficient of variation) in DSA(+) and DSA(-)

- there was no difference in terms of cumulative power of triple immunosuppression
(the Vasudev score) between DSA(+) and DSA (-), therefore the preventive effect on

dnDSA production is mainly related to the high concentration of tacrolimus

Wstep

Wskazania do transplantacji nerki u dzieci.
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Transplantacja nerki jest u dzieci docelowg i optymalng w wiekszosci przypadkéw metoda
leczenia nerkozastepczego. Od czasu przeprowadzenia pierwszego skutecznego zabiegu
przeszczepienia nerki nastgpita znaczna poprawa rokowania, co do przezycia czynnosci
przeszczepu, zwigzana z udoskonaleniem protokotéw immunosupresji i jej monitorowania,
profilaktyki i leczenia chordéb zakaznych oraz rozrostowych, typowych dla chorych z obnizong
odpornoscig. Postep w zakresie techniki chirurgicznej i opieki okotooperacyjnej umozliwity
udane przeszczepienia nerki u coraz mniejszych i mtodszych dzieci. Najczestszym wskazaniem
do kwalifikacji pacjentéow pediatrycznych do przeszczepienia nerki jest przewlekta choroba
nerek w stadium 5 (eGFR< 15 mL/min/1.73m?) rozwijajaca sie na podtozu wad wrodzonych
budowy nerek i uktadu moczowego (ang. congenital anomalies of kidney and urinary tract;
CAKUT), takich jak aplazja/hipoplazja/dysplazja nerek oraz uropatia zaporowa (tgcznie ok. 50%
wedtug rejestrow europejskich), a nastepnie rézne glomerulopatie i inne schorzenia [1].
Najczesciej wiek pacjentéw w momencie przeszczepienia to 13 -17 lat (38,8%), pomiedzy 6 a
12 1at (32,3%), od 2 do 5 lat (15,3%), a najrzadziej transplantacje wykonuje sie u dzieci ponizej
1 roku zycia (5,5%). Wg danych amerykanskiego rejestru NAPRTCS, na przestrzeni ubiegtych
lat (2012-2017) wskazniki zaréwno rocznego jak i piecioletniego przezycia czynnosci
przeszczepu nerki istotnie wzrastaty, i obecnie 1 —roczne przezycie wynosi 99% w przypadkach
transplantacji narzgdu od dawcéw zywych, oraz 97% od dawcéw zmartych, natomiast 5-letnie
przezycie przekracza 90% niezaleznie od pochodzenia narzadu[2]. Na wyniki transplantacji
wptywa wiele czynnikdw, w tym jakos¢ narzadu (zywy lub zmarty dawca); wiek i wielkos¢ masy
ciata dawcy, liczba niezgodnych antygenéw HLA i odpowiednio obecnos¢ przeciwciat anty-
HLA, dtugosé czasu zimnego niedokrwienia, wystepowanie (lub nie) opdznionej funkcji
przeszczepu, jak rowniez pdzniejsze uszkodzenie przeszczepu spowodowane nawrotem
choroby podstawowej (np. zespotu nerczycowego na podtozu ogniskowego stwardnienia

ktebuszkow; FSGS), zakazeniami, oraz epizody ostrego lub przewlektego odrzucania [3].

Najczestsze przyczyny zgonu pacjentéw to infekcje (27,9%), powiktania sercowo-ptucne
(14,5%), nowotwory (11,3%) oraz powiktania zwigzane z wcze$niejszym leczeniem
nerkozastepczym (3%). Niespetna potowa dorostych pacjentéw umiera z przyczyn ogdlnych

(wieku) lub w przebieg powiktan - z nadal czynnym przeszczepem [4,5,6,7].

Nalezy pamietaé, ze ponad potowa dzieci kwalifikowanych do przewlektej dializoterapii, a

nastepnie do transplantacji nerki ma dodatkowe, wrodzone, przewlekte schorzenia
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towarzyszgce (ang. comorbidities), ktérych obecnos¢ pogarsza rokowanie, niezaleznie od

utrzymywania dobrej czynnosci przeszczepu nerki [8].
Czynniki ryzyka immunologicznego.

Podstawowa immunosupresja jest dobierana do oszacowanego przed transplantacjg zakresu
ryzyka immunologicznego. Czynniki niskiego ryzyka obejmujg pierwszorazowg transplantacje,
dobry dobér tkankowy, dobrg biologiczng jako$é przeszczepu i relatywnie krétki czas zimnego
niedokrwienia (<12-15 godzin). Odwrotnos$é tych cech, czyli retransplantacja, staby dobor
tkankowy, obecnos¢ preformowanych przeciwciat anty-HLA swoistych dla dawcy (ang. donor-
specific antibodies; DSA), przeszczepienie narzgdu pobranego od dawcy o rozszerzonych
kryteriach kwalifikacji i dtugi czas zimnego niedokrwienia (>12-15 godzin) to czynniki

wysokiego ryzyka [9,10]. Zasady oceny (stratyfikacji) ryzyka przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Stratyfikacja czynnikdw ryzyka immunologicznego przed transplantacjg nerki

Czynniki niskiegoryzyka Czynniki podwyzszonego ryzyka Czynniki najwyiszego ryzyka
Dobry dobdr tkankowy Staby dobdr tkankowy ,Historyczny” dodatni cross-
match

Dobra jakos$¢ narzadu Ostra martwica cewek PRA >50%

Krotki czas niedokrwienia Nieprzestrzeganie zalecen Obecnos¢ preformowanych
(non-adherence) DSA

Dobry stan ogdlny biorcy, Nietypowy metabolizm lekéw Utrata poprzedniego

brak uszkodzen innych przeszczepu wskutek

narzagdéw odrzucania

Mozna takze klasyfikowac ryzyko jako srednie, o ile wystepuje tylko jeden z czynnikow
wysokiego ryzyka (np. staby dobdr tkankowy), ale pozostate czynniki sg sprzyjajgce (np. dobra
jako$¢ narzadu, krétki czas zimnego niedokrwienia). U chorych niskiego/sredniego ryzyka
stosuje sie obecnie tréjlekowg immunosupresje (takrolimus + mykofenolan mofetylu +
prednizon), poza przypadkami kwalifikowanymi do wczesnego wycofania steroidéw, gdzie

dodawana jest indukcja blokujgca, celem wzmocnienia immunosupresji w czasie usuniecia
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prednizonu. U chorych wysokiego ryzyka immunologicznego dodatkowo stosuje sie indukcje

blokujacg (bazyliksymab) lub deplecyjng (tymoglobulina), nie wycofujac steroidéw [3,10].

Dawki i zakres stezen lekow immunosupresyjnych.

Dawki i stezenia lekéw stosowanych w praktyce klinicznej Centrum Zdrowia Dziecka podano

w tabeli 2.

Tabela 2. Rutynowe dawki lekdw immunosupresyjnych oraz ich stezenie terapeutyczne u

dzieci po transplantacji nerki [3, 10].

Lek

Dawkowanie

Stezenie we krwi (Co)

CyklosporynaA(CsA)

Doustnie: poczagtkowo300 mg/m? w
dwodch-trzech dawkach/dobe;
nastepne dawki pod kontrolg stezenia;

$rednio 4-5 mg/kg/dobe

Poziom przed kolejng dawka:

e W pierwszym miesigcu
po Tx:
200-250 ng/ml

e 2-6 miesigc po Tx:

175-250 ng/ml
e 6-12 miesigc po Tx:
175-200 ng/ml

e >1rokupo Tx:

150-175 ng/ml *

Takrolimus(TAC)

Advagraf

(takrolimus o

Doustnie: poczatkowo 0,2mg/kg w
dwdch dawkach/dobe, nastepne dawki

pod kontrolg stezenia

0,4 mg/kg w jednej dawce dobowej

nastepne dawki pod kontrolg stezenia

Stezenie przed kolejng dawka:

e W pierwszym miesigcu
po Tx:
10-15 ng/ml

e 1-6 miesigc po Tx:

20




przedtuzonym

dziataniu)

5-10-12 ng/ml **

e > 6 mies. po Tx:

5-10 ng/ml *

Mykofenolan

Doustnie: do 1,2 g/m? w dwdch

Nie stosuje sie rutynowo

mofetylu dawkach, w podstawowej oznaczen stezenia kwasu
(MMF) immunosupresji *** mykofenolowego(MPA) przed
kolejng dawka (Co)
W wybranych przypadkach
oznaczenia zakres: 1-3 ug/ml
Prednizon Doustnie: poczagtkowo 60 mg/m? w Nie stosuje sie rutynowo
(Pred) czterech dawkach; potem co tydzien: oznaczen stezenia leku
30-15-9-6 mg/m? w dwdch, potem
jednej dawce; docelowo dawka < 0,1
Sirolimus Doustnie: dawka nasycajgca Zakres: 4-12 ng/ml
(SIR) 6mg/m2/dobe (<6mg/dawke),
podtrzymujgca 2mg/m2/dobe;
nastepnie dobierana do stezenia leku
we krwi
Everolimus Doustnie: dawka nasycajgca 2 Zakres: 3-6 ng/m| *¥****
mg/m2/dobe, nastepnie dobierana do
(EVR) g/m2/dobe ep

stezenia leku we krwi

Bazyliksymab

Dozylnie w dobie 0 i dobie 4:

e 10 mg/dawke < 40 kg masy
ciata

e 20 mg/dawke > 40 kg masy
ciata

e {facznie 2 dawki

Nie ocenia sie rutynowo
stezenia leku ani wysycenia

receptorow
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Tymoglobulina

Dozylnie od doby 0 (w indukcji) przez 7
dni

W leczeniu ostrego odrzucania (do 7

dni)

Dawka wstepna 1.25-1.5 mg/kg

Przed kolejng dawka: liczba
komorek T CDs

(dobranie lub opuszczenie
kolejnej dawki zalezy od liczby
komorek; docelowo 25-

50/mm?3)

Rytuksymab

Dozylnie 375 mg/m2 co 7dni;

tacznie 1-4 dawek, zaleznie od

wskazania

Przed kolejng dawka liczba
komoérek B CD1g (przy deplec;ji

do 0 dawke nalezy opuscic)

* przy przewlektej nefrotoksycznosci inhibitora kalcyneuryny docelowe stezenie leku moze

by¢ nizsze (w skojarzeniu z innymi lekami)

** wysokos¢ pozgdanego stezenia zalezy m.in. od indywidualnej tolerancji leku

*** przy kojarzeniu MMF i TAC, dawka MMF powinna by¢ obnizona; wielkos¢ dawki powinna

byc¢ ustalona na podstawie oznaczenia stezenia kwasu mykofenolowego (MPA) we krwi.

**%* nie dotyczy schematu eliminujgcego steroidy

*HkAXXE przy terapii skojarzonej z inhibitorem kalcyneuryny (ang. calcineurine inhibitor; CNI)

Niezaleznie od ryzyka immunologicznego u dzieci dodatkowg trudnoscig w podtrzymywaniu

immunosupresji s3 odrebnosci w zakresie metabolizmu, tolerancji i wystepowania dziatan

niepozgdanych immunosupres;ji. Dotyczg one [3]:

- wysokiej aktywnosci cytochromu P450-3P < 5. roku zycia, co powoduje zanizenie

stezenia minimalnego (Co) CNI; utrzymanie optymalnego pola pod krzywa (ang. area

under a curve — AUC) stezenia lekow wymaga w tej sytuacji stosowania trzech

dawek na dobe, co pogarsza stopien przestrzegania zalecen (ang. adherence),

poniewaz podanie trzeciej dawki wypada nocg (ok. godziny 1.00); rozwigzaniem

problemu (choé nie we wszystkich przypadkach) moze byé stosowanie takrolimusu

o przedtuzonym dziataniu (Advagraf),

- czesto wystepujgcej zmiennosci stezenia (Co) inhibitoréow kalcyneuryny, wynikajacej ze

zmiennych procesdow wechtfaniania lekow przy rézinej diecie i sktonnosci dzieci do

rozwijania zaburzen jelitowych,
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- czestego wystepowania biegunki polekowej na poczatku stosowania mykofenolanu
mofetylu, przede wszystkim w przypadku skojarzenia tego leku z takrolimusem,

- podatnos¢ na neurotoksyczne dziatania CNI, szczegdlnie u dzieci z wywiadem
padaczkowym; wymaga to stosowania profilaktycznie lekéw przeciwdrgawkowych i
kontrolowania ich stezenia we krwi, zwtaszcza z uwagi na ich interakcje w cytochromie
P450 z CNI,

- podatnosci na promujace limfoproliferacje dziatanie poliklonalnych przeciwciat wobec
niskiej czestosci seropozytywnego statusu wirusa Epsteina-Barr (ang. Epstein--Barr
virus — EBV) < 10. roku zycia, przy jednoczesnej wysokiej czestosci wystepowania
seropozytywnosci u dawcéw (starszych od biorcy)

- wysokiego ryzyka nieprzestrzegania zalecen (ang. non- adherence) wsrod nastolatkow,

- niedoboru wzrostu wskutek kortykoterapii, co sktania do wycofania tych lekéw

(wczesnego lub pdznego odstawienia steroidéw) w odpowiednio dobranym protokole.

O odlegtych losach przeszczepu nerki decyduje wiele opisanych wyzej naktadajgcych swoje
znaczenie czynnikdw, niemniej jednym z podstawowych jest przewlekte odrzucanie
humoralne (ang. chronic antibody mediated rejection; cAMR). Jednym z podstawowych
elementow stuzgcych rozpoznaniu cAMR jest obecnos$¢ swoistych przeciwciat przeciwko
antygenom zgodnosci tkankowej dawcy (Human Leucocyte Antigen; HLA) (ang. Donor Specific
Antibodies; DSA) majaca takze wartos¢ predykcyjng, pozwalajgcg na przewidywanie
zagrozenia co do dfugotrwatego utrzymania dobrej czynnos$ci przeszczepu nerki. Proces cAMR
mozna podzieli¢ na dwa gtéwne typy- fenotyp 1 rozwijajgcy sie u pacjentow z obecnymi
przeciwciatami preformowanymi (czyli u pacjentdw wysokouczulonych), ktérego objawy
rozpoczynajg sie we wczesnym okresie potransplantacyjnym oraz fenotyp 2 wywotany
tworzgcymi sie z czasem de novo DSA (dnDSA) (zwykle klasa Il + klasa 1) i czesto bez obecnosci
ztogdéw C4d in-situ w biopsji nerki, ktéry rozwija sie w péznym okresie potransplantacyjnym,
gtownie w zwigzku z nieprzestrzeganiem zalecen co do regularnego stosowania

immunosupresji. Fenotyp 2 stanowi istotng przyczyne pdznej utraty przeszczepu [11,12].

W rozpoznawania histopatologicznym cAMR postugujemy sie klasyfikacjg Banff, ktéra ocenia

zmiany morfologiczne w przeszczepionej nerce [13,14,15,16].
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Do rozpoznania przewlektego aktywnego odrzucania przeszczepu, diagnozowanego przy
systematycznie pogarszajgcej sie czynnosci przeszczepionej nerki, wymagane jest spetnienie 2

z 3 kryteridw:

1. serologicznego (obecnosci ztogdw DSA w krazeniu biorcy),

2. immunomorfologicznego (obecnosci ztogdw Cag W kapilarach okotocewkowych)

3. morfologicznego z obecnoscia takich zmian, jak:
- zdwojenie okonturowania kapilar ktebuszkowych i/lub
- zwielokrotnienie okonturowana bton podstawnych kapilar okotocewkowych i/lub
- witdkniste pogrubienie btony wewnetrznej tetnic i/lub

wtdknienie zrebu i zanik cewek nerkowych

Zmiany histopatologiczne opisywanie w cAMR, a indukowane przez przeciwciata, to rowniez
obrazy uszkodzenia mikrokrgzenia nerkowego, glomerulopatia przeszczepu, mikroangiopatia
de novo i przys$pieszona miazdzyca. Wyzwaniem w diagnostyce, klasyfikacji i ocenie stopnia
zaawansowania cAMR jest fakt, ze wystepowanie i nasilenie cech morfologicznych w biopsji
jest zalezne od punktu czasowego w przebiegu choroby, a dynamika przebiegu choroby
wykazuje duzg zmiennos¢ osobniczg. Termin "przewlekty" nie jest zwigzany z konkretnym,
okreslonym czasem po transplantacji (np. > 2 lat), ale wskazuje na stopniowo postepujgce w
czasie zmiany morfologiczne o charakterze remodelingu, obserwowane w alloprzeszczepie w
wyniku urazu wywotanego przez przeciwciata. Objawy kliniczne wystepujace u pacjentéw z
pdznym cAMR, ktére moze miec przebieg subkliniczny (rozwijajacy sie niekiedy latami) to
przed wszystkim biatkomocz, nadcisnienie tetnicze oraz powolny ubytek filtracji ktebuszkowej
z obnizajacym sie eGFR. Dlatego tez monitorowanie obecnosci przeciwciat DSA, wykrywanie
Caqin-situ i ocena histopatologiczna oraz (wspotczesnie) dodatkowe analizy molekularne moga

pomdc w ocenie i stopniowaniu aktywnosci i progresji choroby [11].
Rodzaje przeciwciat DSA i czynniki ryzyka wytworzenia.

Przeciwciata typu DSA mogg wystepowac jeszcze przed transplantacjg (ang. preformed DSA),
badz pojawiaja sie po przeszczepieniu nerki (de novo DSA; dnDSA). Obecnos¢ preformowanych
DSA wykazuje kliniczny zwigzek z wystepowaniem wczesnego ostrego odrzucania przeszczepu
(< 3 miesigca po transplantacji), co w przypadku duzego nasilenia tego procesu i jego

humoralnego charakteru moze skutkowaé szybkga utratg nerki. Odwrotnie, obecnos¢ dnDSA,
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ktére moga pojawiaé sie stopniowo i pédzno (po kilku latach) po transplantacji, koreluje z
rozwojem poéznego przewlektego odrzucania (cCAMR) i przewlektej glomerulopatii, stad majg

one wpltyw na odlegte losy przeszczepu [12,17-21].

Do wykrywania przeciwciat anty-HLA uzywana jest technologia Luminex’u. Metoda ta
wykorzystuje serie mikrosfer polistyrenowych (kulek), zawierajacych fluorochromy o réznej
intensywnosci swiecenia. Mikrokulki pokryte sg oczyszczonymi antygenami HLA klasy | lub II.
Indywidualna fluorescencja mikrokulek umozliwia zréznicowanie rodzaju antygenu HLA.
Surowice testowe dodawane sg do mieszaniny kulek, a przeciwciata HLA wigzg sie z kulkg z
dotgczong czgsteczkg HLA. Nastepnie dodawane jest drugie, wyznakowane fikoerytryng
przeciwciato 1gG, ktére wigze sie z pierwotnym przeciwciatem HLA. Odpowiednie
oprogramowanie przetwarza dane z detektoréw fluorescencji i przedstawia wynik reakcji w
postaci sredniej fluorescencji MFI (ang. mean fluorescence intensity) kazdej mikrokulki

optaszczonej danym antygenem [22,23].

Basic Principle of LABScreen”

PE anti-IlgG
Antigen

Luminex Bead

L ABScreen- Testing Procedure:
20 ul serum S uL LABScreen Beads

Incubate 30 min at RT
Wash x3

Add Secondary Antibody
Incubate 30 min at RT

Wash x2

Collect via
Resuspend in PBS Luminex 100
and Analyse

Ryc.1la Podstawowe zasady testu kulkowego Luminex (LABScreen, One Lambda Inc.)[22].

Ryc.1b Etapy zwigzane z przygotowaniem testu do pomiaru przez urzagdzenie Luminex [22].
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Wartos$¢ MFI jest proporcjonalna do ilosci konkretnego przeciwciata anty-HLA w badanej
surowicy i jest posrednig, pétilosciowg oceng natezenia obecnosci przeciwciat. Na podstawie
wartosci MFI mozna oszacowac stopiert immunizacji pacjenta i ryzyko rozwoju humoralnego
odrzucania [22,24]. Przyjecie odpowiedniego progu wartosci MFl pozwala na dodatkowa
ocene znaczenia obecnosci DSA. Przyjmowane sg rézne punkty odciecia (ang. cut-off).
Zazwyczaj warto$é¢ MFI miedzy 2500 i 5000 uznawana jest za ,stabg”, warto$é miedzy 5000 a
10 000 za ,,umiarkowang”, a > 100000 za , wysoka” [25,26]. Taka stratyfikacja jest oparta na
wykazanych korelacjach klinicznych, w ktérych dopiero obecnos¢ dnDSA o MFI >10 000
wigzata sie z czestymi i potwierdzonymi w biopsji nerki przypadkami humoralnego odrzucania
[25,26].

Nowsze dane wskazujg na potrzebe obnizenia progu MFI uznawanego za wazny klinicznie,
bowiem wykazano, ze juz przy MFI rzedu 2500 istotnie wzrasta obecnos¢ pozakomérkowego
DNA dawcy (ang. donor-drived cel free DNA; Dd-cfDNA), uznawanego za biomarker odrzucania

przeszczepu [27,28].

Przeciwciata anty-HLA dzielg sie na klasy I i Il. Przeciwciata klasy | ukierunkowane sg przeciwko
antygenom A, B i C, obecnym na wszystkich komdrkach jagdrowych i nalezg czesto do grupy
przeciwciat preformowanych, bedacych podstawa dodatniego wyniku proby krzyzowej (ang.
T- cell positive cross-match), wykluczajgcego kwalifikacje. O ile pojawig sie po transplantac;ji,
to wykrywane sg wczesnie (w czasie kilku miesiecy) oraz silnie wigzg uktad dopetniacza, co
skutkuje korelacjg z wczesnie wystepujgcymi, burzliwymi epizodami ostrego odrzucania
humoralnego (AMR). Przeciwciata klasy Il sg ukierunkowane przeciwko antygenom DR, DQ i
DP, obecnym na komdrkach prezentujgcych antygeny. Wykryte przed transplantacjg moga by¢
podstawg dodatniego wyniku préby krzyzowej z limfocytami typu B (ang. B-cell positive cross-
match), stanowigcego wzgledne przeciwwskazanie do kwalifikacji. O ile pojawig sie po
transplantacji (jako dnDSA), to wykrywane sg na ogot pdino i albo nie wigzg uktadu
dopetniacza, lub robig to stabo. Ich obecnosé koreluje z pdznym (po transplantacji) rozwojem
przewlektego humoralnego odrzucania (cCAMR) i w konsekwencji z odlegtg utratg czynnosci
przeszczepu nerki (po uptywie lat) [29]. Dodatkowym, waznym elementem rdznicujgcym

kliniczne znaczenie DSA jest ich zdolnos$¢ wigzania dopetniacza (ang. Ci4-binding). Przeciwciata
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majace te ceche wykazujg wiekszg , litycznos¢” i bardziej szkodliwe dziatanie w odniesieniu do

tkanki przeszczepu [30,31].

Donor APC
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Ryc. 2 Trzy drogi dziatania przeciwciat dnDSA prowadzgce do rozwoju uszkodzenia tkanek

przeszczepu [29].

Wykorzystanie uktadu dopetniacza przez DSA skutkuje uzyciem btonowego kompleksu
atakujgcego tego uktadu (ang. membrane attack complex; Cspg) do lizy komodrek tkanki
przeszczepu. Niemniej, niewigzanie uktadu dopetniacza przez przeciwciata (DSA Cig-) nie
oznacza ich nieszkodliwosci, bowiem wéwczas wykorzystujg one inne mechanizmy dziatania,
zwigzane z rekrutacjg szeregu komérek (poprzez wigzanie ich receptora Fcy) lub cytokin pro-
zapalnych, co w efekcie takze (wtdrnie) uszkadza tkanke przeszczepu poprzez lokalne dziatanie

enzymow litycznych uwalnianych przez granulocyty lub poprzez bezposrednie toksyczne
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dziatanie leukocytéow na srodbtonek naczyn przeszczepu i/lub tkanke sSrédmigzszowg nerki
[29]. Procesy te mogg mieé burzliwy i ostry przebieg (ostre humoralne odrzucanie) lub
przebieg wyciszony klinicznie (subkliniczne humoralne odrzucanie). Oba te wstepne procesy
stopniowo moga prowadzi¢ do rozwoju przewlektego odrzucania (cCAMR), skutkujgcego powoli
postepujgcym obnizaniem filtracji ktebuszkowej, glomerulopatig i zmianami wtdknienia cewek

i tkanki Srodmigzszowej (ang. interstitial fibrosis/tubular atrophy; IF/TA) [32].

Czynnikiem stymulujgcym produkcje (i pdZzniejsze wykrycie) preformowanychprzeciwciat anty-
HLA jest ekspozycja ustroju biorcy przeszczepu na obce antygeny (HLA) przy poprzedniej
transplantacji, wskutek powtarzanych transfuzji krwi lub (u dorostych kobiet) wskutek cigzy
[33,34]. Z kolei na powstawanie nowych przeciwciat (dnDSA) po przeszczepieniu narzgdu
istotny wptyw ma ograniczenie adekwatnosci immunosupresji. Jednym z powoddw jest
nieprzestrzeganie zalecen lekarskich, ktore opisywane jest jako najczestsza przyczyna rozwoju
cAMR u mtodych dorostych i mtodziezy [35]. Ogdlna czesto$¢ wystepowania tego zjawiska w
populacji pediatrycznej wynosi okoto 30%. Priorytetem powinna by¢ wczesna identyfikacja
braku adherencji, zwtaszcza w populacji nastolatkdw, a pacjenci, u ktérych nastgpita
jakakolwiek zmiana lub zmniejszenie immunosupresji, powinni by¢ scislej monitorowani.
Kolejnym czynnikiem jest wymuszona redukcja dawek lub czasowe odstawienie lekow
immunosupresyjnych, dokonywane w celu ograniczenia ich skutkdw ubocznych (np.
odstawienie steroidéw i redukcja inhibitoréw kalcyneuryny) [35,36]. Waznym elementem
wptywajgcym réwniez na zmiany w immunosupresji sg infekcje wirusowe. Czestosc¢
wystepowania infekcji wirusowych (tj. CMV, EBV i Polyoma BK) jest wysoka u dzieciecych
biorcow przeszczepdw ze wzgledu na ich naiwnos¢ immunologiczng wobec tych wiruséw.
Zakazenia CMV i EBV moga by¢ bezposrednio odpowiedzialne za aktywacje immunologiczng
prowadzgcg do rozwoju dnDSA poprzez wywotywanie poliklonalnej stymulacji odpowiedzi
komodrek B i T. Ponadto czestym podejsciem terapeutycznym w leczeniu wiremii jest okresowe
zmniejszenie immunosupresji, co wtdrnie réwniez moze prowadzi¢ do rozwoju DSA, chociaz
sprzyja obnizeniu ryzyka petnej aktywacji zakazenia [25,37,38,39]. Kolejnym istotnym
czynnikiem silnie stymulujgcych produkcje i obecno$é przeciwciat anty-HLA jest usuniecie
poprzedniego, nieczynnego przeszczepu nerki. Jego obecno$¢ w ustroju (mimo braku
podstawowej funkcji) jest korzystna w tym rozumieniu, ze jego Srédbtonki zatrzymujg

(,wchtaniajg”) przeciwciata anty-HLA, przez co ich obecnos¢ w krazeniu jest minimalizowana.
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Usuniecie takiego nieczynnego przeszczepu (korzystne z innych wskazan klinicznych, takich jak
niedokrwisto$é, matoptytkowosé, biatkomocz i nadcisnienie tetnicze) powoduje szybki wzrost
obecnosci i stezenia przeciwciat anty-HLA w surowicy biorcy, co utrudnia dobdr kolejnej nerki.
Te przeciwciata majg wiec charakter preformowany (przed kolejng transplantacjg). Usuniecie
nieczynnego graftu oznacza réwniez petne odstawienie immunosupresji, co rowniez jest

czynnikiem stymulujgcym uktad immunologiczny do produkcji przeciwciat anty-HLA [40].

Podstawowym czynnikiem stymulujgcym powstawanie dnDSA jest staby dobdr tkankowy
przeszczepu nerki. Niezgodnos¢ w zakresie HLA przy ujemnym wyniku préby krzyzowej nie jest
bezwzglednym przeciwwskazaniem do przeszczepienia, niemniej jest przyczyng pobudzenia
immunologicznego o pdznych konsekwencjach [41-45]. Obecnie coraz czesciej dobor
narzgddéw do transplantacji polega na dobieraniu epitopdw antygenowych, co zwieksza jakos$¢
doboru tkankowego w rozumieniu ograniczenia niekorzystnych odlegtych efektow

immunologicznych i klinicznych [46-48].

Innymi podstawowymi czynnikami stymulujgcymi pojawienie sie dnDSA sg poprzedzajace ten
fakt epizody ostrego odrzucania przeszczepu lub niejawne klinicznie fagodne odrzucanie
humoralne[49-50]. Opisywana w piSmiennictwie czestos¢ wystepowania przeciwciat anty-HLA
u biorcéw przeszczepu nerki jest znacznie zréznicowana i w zaleznosci od kilku czynnikow
zawiera sie miedzy kilkoma, a 100%. Czynniki majgce wptyw na to zréznicowanie to przede
wszystkim rodzaj wskazania do wykonania badania wykrywajgcego przeciwciata. O ile badanie
wykonywane jest ze wskazan klinicznych, czyli péZzno po transplantacji, przy pogorszeniu
czynnosci przeszczepu sugerujagcym cAMR, to w serii takich oznaczen (u kolejnych chorych)
czestos¢ wystepowania DSA moze siegaé¢ 80-100%. Z kolei jesli badanie jest wykonywane
przesiewowo, poczagwszy od dnia transplantacji, w okreslonych protokotem odstepach czasu
(najpierw co kilka miesiecy, a potem lat), to czesto$¢ wystepowania DSA moze by¢ niska
(kilkuprocentowa) we wczesnym okresie po transplantacji, ale z czasem moze narastaé. Tak
wiec drugim podstawowym elementem wplywajagcym na potwierdzenie i wzrost czestosci
wystepowania dnDSA jest uptyw czasu od transplantacji; im dtuzszy — tym wieksze
prawdopodobienstwo wykrycia dnDSA. W pewnym us$rednieniu, wartosci odsetka czestosci
wystepowania dnDSA w badaniach prospektywnych, z czasem obserwacji do 5 lat, siegajg 21-

27% [51,52].
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Wptyw leczenia immunosupresyjnego na wytwarzanie przeciwciat DSA

Dane na temat wptywu podstawowej immunosupresji na zahamowanie powstawania DSA
sugerujg podstawowe znaczenie takrolimusu, jako sktadnika ztozonej immunosupresji. W kilku
opracowaniach poswieconych temu zagadnieniu wykazano, ze przy poréwnaniu stezenia
przed kolejng dawka (Co TAC), jego warto$¢ byta wyzsza u chorych niewytwarzajgcych DSA w
porownaniu z pacjentami produkujgcym przeciwciata, niemniej wartosci wskazane jako
optymalne byty rézne, od ok. 5 ng/mL do >7 ng/mL, w zaleznosci od typu transplantacji (dawcy
spokrewnieni vs zmarli) i roznych innych czynnikéw ryzyka, w tym miedzy innymi zakresu
niedobrania epletéw HLA. To ostatnie wskazuje na znaczenie suboptymalnego doboru
tkankowego dla potrzeby utrzymywania wyzszego (niz przy optymalnym doborze) stezenia
TAC [53-57]. Jednym z parametréow sprzyjajacych powstawaniu DSA jest istotna zmiennos¢
stezenia takrolimusu we krwi, co m.in. ma by¢ takze dowodem na nieprzestrzeganie zalecen
co do regularnego przyjmowania lekéw immunosupresyjnych (ang.non-adherence) [58-61]. Z
innego opracowania wynika, ze dla ryzyka powstawania dnDSA waznym czynnikiem,
niezaleznym od samej zmiennosci stezenia takrolimusu, jest takze dtugos¢ czasu pozostawania
jego stezenia ponizej dolnego progu wartosci referencyjnych (w tym przypadku < 8 ng/mL). O
ile tak byto przez wiecej niz ok 40 % czasu obserwacji— to ryzyko byto istotnie wyzsze[62].
Opublikowano takze odmienne dane, negujgce bezposredni efekt wysokiej zmiennosci
stezenia Co TAC w czasie 3-letniej obserwacji na rozwéj przewlektego humoralnego odrzucania

[63].

Trzeba podkresli¢, ze podstawowa immunosupresja jest zazwyczaj tréjlekowa, stad nalezy
bra¢ pod uwage mozliwos¢ skumulowanego wptywu trzech lekéw (takrolimusu, prekursora
kwasu mykofenolowego i steroidéw) na uktad immunologiczny (w tym zdolno$¢ produkcji
DSA). Jedna z analiz oceny wptywu mykofenolanu mofetylu (stosowanego jak sktadnik
tréjlekowej immunosupresji) wykazata, ze u pediatrycznych pacjentéw, ktérzy wytworzyli
DSA, $rednia dawka MMF byta istotnie nizsza (371vs 617 mg/m2/d;p= 0.035), a towarzyszyto
temu istotne pogorszenie czynnosci przeszczepu nerki, choé bez cech humoralnego
odrzucania [64]. Podjeto takze prdbe analizy znaczenia obnizenia dawki steroidéw
(stosowanych w tréjlekowej immunosupresji) dla ryzyka powstawania dnDSA, wykazujac, ze

przy stosowaniu najnizszych dawek (< 10 mg prednisonu dziennie), czestos¢ wykrywania

30



dnDSA istotnie wzrastata[65]. Relacji miedzy wielkoscig dawki, czy wrecz samym faktem
podawania steroidow, a podwyzszonym ryzykiem produkcji DSA przecza dane z badan ze
stosowaniem schematéw bezsteroidowych, gdzie przy zachowaniu odpowiedniego rezymu
podawania pozostatych lekéw — czestos¢ wykrywania dnDSA byta podobna do tej, jaka

stwierdza sie u chorych stale przyjmujacych steroidy (to jest <25%) [66].

Jak dotad nie opublikowano wynikow préb odniesienia skumulowanej sity kilkulekowej
immunosupresji do skutecznosci zapobiegania powstawaniu przeciwciat anty-HLA. Niemniej
stworzono wskaznik skojarzonej sity kilkulekowej immunosupresji, wyrazajacy jej dziatanie
(wyliczone z wielkosci dawek) jedng liczbg. Pierwotnie opisany przez Vasudeva i wsp. wskaznik
[67], zostat nastepnie zmodyfikowany dla potrzeb pediatrycznych, poprzez odniesienie
poszczegdlnych wartosci do wielkos$ci powierzchni ciata [68]. Jego zasade przedstawia tabela

3.

Tabela 3. Zmodyfikowany wskaznik Vasudeva obrazujgcy site kilkulekowej skojarzonej

immunosupresji [68].

Lek Wskaznik pediatryczny Jednostka sity
immunosupres;ji

Dawka na jednostke pres]
(mg/m?/dobe)

Takrolimus 1,2 1

Cyklosporyna A 58 1

Syrolimus 1,2 1

Mykofenolan mofetylu 290 1

Azatiopryna 58 1

Prednizon 2.9 1
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Hipoteza badawcza:

Tréjlekowa immunosupresja zwierajaca takrolimus (TAC), mykofenolan mofetylu (MMF) i
prednizon (Pred) (TAC+MMF+Pred) stosowana zgodnie z przyjetym schematem dawkowania
i utrzymywanie stezenia TAC z w zakresie referencyjnym — zapobiega powstawaniu de novo
przeciwciat swoistych dla niezgodnych antygendéw dawcy (dnDSA) u dzieciecych biorcéw

przeszczepu nerki z grupy niskiego/ umiarkowanego ryzyka immunologicznego.
Uzasadnienie hipotezy badawczej

Wyniki transplantacji nerki w Centrum Zdrowia Dziecka, wyrazajgce sie w ostatniej dekadzie
98% 5-letnim przezyciem pacjentow oraz 85% 5-letnim przezyciem przeszczepu nerki
wskazujg, ze stosowana w wiekszosci przypadkéw niskiego lub S$redniego ryzyka
immunologicznego, standardowa trdjlekowa immunosupresja podtrzymujgca (takrolimus +
mykofenolan mofetylu + prednizon) jest skuteczna w zachowaniu czynnosci nerki, a co za tym
idzie powinna takze zapobiegaé¢ powstawaniu DSA i rozwojowi przewlektego humoralnego
odrzucania. Jednoczesnie —z danych z wczesniejszych naszych obserwacji wynika, ze u chorych
wykazujgcych tendencje do niekorzystnego przebiegu klinicznego i relatywnie szybkiego
postepu niewydolnosci przeszczepionej nerki - wykonane po raz pierwszy (w takich
przypadkach) badanie w kierunku DSA wielokrotnie potwierdzato ich obecnosé, ktorej

towarzyszyty zmiany z biopsji typu cAMR.

Z tego powodu w obecnej pracy podjeto temat oceny retro- i prospektywne] czestosci
wystepowania DSA, w zaleznosci od wskazan do tego badania, od czasu po transplantacji,
oceny wpltywu DSA na losy przeszczepu w perspektywie prospektywnej oraz —oceny
skutecznosci podstawowej immunosupresji w zakresie zpobiegania powstawaniu dnDSA u

dzieciecych biorcéw przeszczepu nerki niskiego i umiarkowanego ryzyka immunologicznego.
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Cele pracy

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

czasie dwuletniej obserwacji.
Cele dodatkowe:

1. ocena loséw przeszczepu w badaniu retrospektywnym, u dzieciecych biorcow
przeszczepu nerki, u ktorych badanie w kierunku DSA wykonywano tylko ze wskazan
klinicznych;

2. zdefiniowanie rzeczywistej czestosci obecnosci DSA w badaniu prospektywnym z 2-letnig
obserwacjg, 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:

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

e okreslenie wptywu wartosci wskaznika zmiennosci stezen Co TAC na powstawanie
dnDSA;

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

wytwarzanie dnDSA.
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Materiat:
Grupa badana

Badaniem objeto wstepnie 85 pacjentéw (n=85) ponizej 18 r.z po zabiegu przeszczepienia
nerki bedgcych pod opiekga Kliniki Nefrologii Transplantacji Nerek i Nadcisnienia Tetniczego w
Instytucie Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka. Kryterium wigczenia do badania byto
potwierdzenie niskiego lub umiarkowanego ryzyka immunologicznego [9,10] oraz stosowanie

tréjlekowej immunosupresji bez indukcji lekiem biologicznym.
Kryterium wigczenia do analizy

W grupie retrospektywnej kryterium wtgczenia do badania byto stwierdzenie obecnosci DSA

w dowolnym (wyznaczonym wskazaniami klinicznymi) czasie po transplantacji.

W grupie prospektywnej kryterium wtgczenia do badania byt zabieg przeszczepienia nerki
potaczony z zaplanowanym protokotem pobran krwi na ocene obecnosci dnDSA oraz udziat

takrolimusu w podstawowej, wyjsciowej immunosupresji.
Kryterium wytaczenia z analizy
Z analizy zostato wykluczonych 18 chorych. Kryteriami wytgczenia byta:

- obecnos¢ DSA preformowanych przed przeszczepieniem (n=8)

- weczesne <3 mies. przekazanie pacjenta pod opieke innego o$rodka (n=4)

- wczesna utrata przeszczepu (w czasie hospitalizacji zwigzanej z transplantacjg) (n=1)
- zgon pacjenta (n=1)

- ukonczony 18 r.z w czasie < roku obserwacji (n=4)
Osteteczng liczbe 67 chorych podzielono na dwie odrebne grupy:

l. grupa retrospektywna- (n= 29), czas obserwacji w latach 2002 — 2019, w ktorej
wykonywano oznaczenie przeciwciat DSA tylko ze wskazan klinicznych (to znaczy - z powodu

istotnego pogorszenia czynnosci przeszczepu nerki).

Il. grupa prospektywna- (n=38) czas obserwacji 2017-2019, w ktérej oznaczenia DSA
wykonywane byto protokolarnie, w kolejnych punktach czasowych do 2 lat po przeszczepieniu

nerki, niezaleznie od stanu klinicznego
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Podziat na grupy, powody wyktuczenia z analizy oraz protokdt obserwacji chorych

przedstawiono na rycinie 3.

Catkowita liczba pacjentéw poddanych analizie
(n=85)

Grupa retrospektywna; oznaczenie DSA wykonane ze
wskazan klinicznych (n=29);
Transplantacje w latach (2002-2019);

Czas do wykrycia dnDSA ($r. 55,5 mies. po
transplantacji)

Utrata graftu z powodu cAMR (n=12)

Grupa prospektywna; oznaczenie DSA wykonywane
protokolarnie (n=38);
Punkty czasowe oznaczania DSA: 0,3,6,12,24 mies. po
transplantacji
Transplantacje w latach (2017-2018);
Utrata graftu w przebiegu cAMR (n=0)

|

Pacjenci wykluczeni z analizy (n=18)

Rycina 3. Schemat kwalifikacji, dyskwalifikacji i protokot obserwacji chorych.

Tabele Zrodtowe, zawierajgce szczegétowe dane demograficzne, kliniczne i laboratoryjne

wszystkich pacjentdw znajdujg sie jako suplement - na koricu pracy.

Czasowe punkty badan dla grupy prospektywne;j:

- oznaczenie obecnosci dnDSA w punkcie 0 (w dniu transplantacji), oraz po 3, 6,12 i 24
miesigcach od przeszczepienia,

- ocenia stezenia Cotakrolimusu w odstepach czasowych 1, 3, 6, 12, 18 i 24 miesiecy po
transplantacji oraz ocena wskaznika zmiennosci stezenia Co takrolimusu (wyliczany na
podstawie wszystkich kolejnych stezen Co) 1i 2 lata po transplantacji,

- ocena wartosci wskaznika sity immunosupresji wg zmodyfikowanej skali Vasudeva po

uptywie 1 mies. a nastepnie po 1 roku i 2 latach od transplantacji.
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Punkty oceny w grupie retrospektywnej:

- ocena stezenia kreatyniny z wyliczeniem eGFR po uptywie 2 lat po transplantacji, na 2
lata i 1 rok przed wykryciem dnDSA oraz w momencie wykrycia dnDSA,

- ocena stezenia Cotakrolimusu we wszystkich oznaczeniach wykonanych w okresie 2 lat
przed wykryciem dnDSA oraz ocena wskaznika zmiennosci stezenia Co takrolimusu
(wyliczony na podstawie wartosci tych stezen),

- ocena wartos$¢ wskaznika sity immunosupresji wg zmodyfikowanej skali Vasudeva po
uptywie 2 lata po transplantacji, na 2 lata i 1 rok przed wykryciem dnDSA oraz w

momencie wykrycia dnDSA,

Przyjete wartosci referencyjne stezenia inhibitorow kalcyneuryny zgodne ze schematem

immunosupresji stosowanym w Centrum Zdrowia Dziecka [3].

Za zakres terapeutyczny stezenia we krwi wartosci przed kolejng dawka (Co) w pierwszym

miesigcu po przeszczepieniu przyjeto:

- dla takrolimusu (TAC 10-15 ng/ml w czasie pierwszego miesigca, 10-12 ng/ml

pomiedzy 2-6 miesigcem i 5-10 ng/ml > 6 miesigca po przeszczepieniu.

Mykofenolan mofetylu (MMF) podawano w dawce 600 mg/m2 dwa razy na dobe,
zmniejszonej do 300 mg/m2 dwa razy na dobe po uptywie pierwszego miesigca po

przeszczepieniu u pacjentdw leczonych TAC.

Prednizon podawano w dawkach zmniejszanych kolejno co tydzien: 60-30-15-9-6 mg/m2,

zmniejszanych nastepnie co tydzierh do dawki podtrzymujacej 0,1 mg/kg/dobe.

Parametrem oceny czynnosci przeszczepionej nerki byto stezenie kreatyniny w surowicy i
wyliczenie szacowanego wskaznika przesgczania ktebuszkowego (eGFR) wg zmodyfikowanej

formuty Schwartz’a [69].

Kryterium rozpoznania istotnego pogorszenia funkcji nerek, byt wzrost stezenia kreatyniny w
surowicy o 30% w stosunku do wartosci wyjsciowej w dwdch kolejnych oznaczeniach, przy
jednoczesnym wykluczeniu innych przyczyn klinicznych, takich jak zastdj moczu, zakazenie

uktadu moczowego i wysokie stezenie inhibitora kalcyneuryny tj. takrolimusu we krwi.
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Zakres analizowanych danych:

charakterystyka biorcy: wiek, pte¢, masa ciata i wzrost w momencie transplantacji,
rozpoznanie choroby podstawowej, kolejno$¢ transplantacji, antygeny HLA A, B, DR,
liczba niezgodnych antygenéw z dawca.
schemat immunosupresji — leki podawane w leczeniu immunosupresyjnym oraz ich
zmiany w trakcie obserwac;ji.
zmiennos¢ stezen tacrolimusu CV (%) wyliczono wg nastepujacego rownania:

e CV(%)=(o/u)x100
gdzie o jest odchyleniem standardowym, a U jest srednim stezeniem takrolimusu we
wszystkich oznaczeniach [61].
ocena punktacji wskaznika RIS-DSA- obliczona poprzez przyporzadkowanie skali

punktowej do warto$ci MFI DSA zgodnie z tabelg 4 [26].

Tabela 4. Wskaznik RIS-DSA [26]

Punkty Wartos¢ DSA (MFI)
0 Nieobecnos¢ DSA
2 Niska wartos¢ DSA (MFI 2500-5000)
5 Umiarkowana wartos¢ DSA (MFI 5000-10000)
10 Wysoka wartos¢ DSA (MFI >10000)

wartos$é PRA (ang. panel reactive antibodies)- wartos¢ PRA (%) z ostatniego oznaczenia
przed transplantacjg
niezgodne HLA (ang. Human Leukocyte Antygen)- liczba niezgodnych antygenéw w

uktadzie HLA A, B, DR z dawca

Metodyka laboratoryjna:

stezenie kreatyniny w surowicy oznaczano testem Alinity c Creatynine na analizatorze
firmy Abbott,

eGFR dla wszystkich biorcéw w wieku <18r.z. wyliczano z uproszczonego wzoru
Schwartza, w ktérym eGFR (ml/min/1,73m2)= 0,413 x wzrost (cm)/stezenie kreatyniny

w surowicy (mg/dl) [69],
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- stezenie TAC oznaczano ilosSciowo we krwi petnej metodg chemiluminescencyjng z
wykorzystaniem odczynnikéw firmy Abbott [70], zakres referencyjny- indywidualny dla
kazdego pacjenta i zalezny od przyjetego schematu immunosupresji

- antygeny HLA oznaczano metoda PCS SSO (Labtype SSO),

- obecnos¢ przeciwciat PRA oznaczano testem mikrolimfocytotoksycznym (metoda
serologiczng CDC) [71],

- ocene obecnosci i (posrednio) miano przeciwciat wyrazone jako MFI (ang. Mean
Fluorescence Intensity) wykonana przy uzyciu testu Labscreen Mixed (One Lambda,
Canoga Park, CA, USA) i metody Luminex. Okreslenia specyficznosci antygenu(éw)
badano przy uzyciu One Lambda Labscreen Single anty-Class | i/lub anty-Class Il

[21,22].
Wszystkie testy przeprowadzono zgodnie z instrukcjami producenta

- biopsje nerki oceniano w patomorfologicznej skali Banff [11], zawierajgcej jakosciowa
i pétilosciowg ocene zmian w poszczegdélnych obszarach nerki:
zmiany zapalne - zapalenie cewek (tubulitis) (t), ostre zapalenie srédmigzszowe (i),
zapalenie btony wewnetrznej tetnic (endarteritis) (v), zapalenie kapilar ktebuszkowych
(glomerulitis) (g), zapalenie kapilar okotocewkowych (peritubular arteritis; PTC-itis);
zmiany przewlekte- widknienie zrebu (ci), zanik cewek (ct), arterioskleroza (cv),

przewlekta glomerulopatia przeszczepu (cg), szkliwienie arterioli (ah).
Metody analizy statystycznej:

W pracy zastosowano metody statystyki opisowej i wnioskowania statystycznego.

Postugiwano sie pakietem statystycznym SAS oraz arkuszem kalkulacyjnym Excel.
Statystyki opisowe

W przypadku zmiennych ilosciowych, takich jak stezenie leku, punktacja Vasudeva, wiek,
wysokos¢ i masa ciata, eGFR oraz dtugos¢ czasu do wystgpienie dnDSA, badano zmienng pod
katem ustalenia, czy spetnione sg zatozenia rozktadu normalnego. W tym celu oceniano
zbieznos¢ Sredniej i mediany, wartosci skosnosci i kurtozy, symetrycznos¢ histogramu, a takze
wykonywano test Kotmogorowa-Smirnowa [72]. W przypadku zmiennych kategorycznych,
takich jak przydziat do grupy, pteé, fakt wytworzenia dnDSA, potwierdzony w biopsji epizod
odrzucania przeszczepu, przynalezno$¢ do grupy spadku eGFR ponizej 30% wartosci
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wyjsciowych, przedstawiano liczebnosci i procentowe udziaty poszczegdlnych kategorii w
postaci tabel kontyngencji. W przypadku zmiennych iloSciowych, ktérych rozktad jest
normalny lub zblizony do normalnego (Srednia i mediana réwne sobie, niskie wartosci kurtozy
i sko$nosci, symetryczny histogram, wartos¢ p w tescie Kotmogorowa-Smirnowa >0.05),
prezentowane sg srednie i odchylenia standardowe, a w przypadku zmiennych, ktére nie

spetniajg zatozen rozktadu normalnego — mediany oraz kwartyl pierwszy i trzeci.
Whnioskowanie statystyczne

W przypadku zmiennych, ktore cechowaty sie rozktadem normalnym zastosowano testy
parametryczne (test T Studenta), [73] a w przypadku niespetnienia zatozend testu
parametrycznego —testy nieparametryczne (test Mann-Whitney) [74]. Dla zbadania zaleznosci
miedzy zmiennymi kategorycznymi stosowano test chi kwadrat niezaleznosci, lub w przypadku
matych liczebnosci (liczebnos¢ ponizej 5 w polu tabeli kontyngencji), doktadny test Fishera
[73]. W analizie pomiardw powtarzanych na osi czasu, takich jak kolejne stezenia leku i kolejna
punktacja Vasudeva, ze wzgledu na wspétzaleznos¢ pomiaréw (niespetnienie zatozenia o
niezaleznosci) zastosowano mieszany model liniowy (linear mixed model) [75]. Wspdtczynnik

zmiennosci obliczono dzielgc odchylenie standardowe przez $rednig (arytmetyczng).

W grupie prospektywnej, w zaleznosci od przynaleznosci do podgrupy pacjentéw, ktérzy
wytworzyli dnDSA i grupy pacjentéw, ktérzy nie wytworzyli DSA, prawdopodobienstwo
utrzymania funkcji nerki, mierzonej wartosciag eGFR powyzej 70% wartosci wyjsciowe;j,
szacowano metodg Kaplana-Meiera[76]. Do testowania hipotezy réwnosci dwdch krzywych

przezycia zastosowano statystyke log-rank.

Czas do spadku eGFR o 30% (lub wiecej) wartosci wyjsciowej miedzy pacjentami, ktdrzy
rozwineli, lub nie DSA, poréwnano stosujgc model proporcjonalnego ryzyka Coxa. Do
poréwnania dwoch grup zaleznych (wartosci powigzane) wynikdw Vasudev'a uzyto testu

znakowanych rang Wilcoxona [77].
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Wyniki:

1.Dane opisowe grupa prospektywna i grupa retrospektywna.

Wyniki analizy wieku oraz zgodnosci antygendéw HLA w podziale na grupe prospektywng oraz

retrospektywng przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Analiza zgodnosci antygenéw HLA

Grupa prospektywna (n=38)

Grupa retrospektywna (n=29)

HLA A+ B +DR

Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) p

n (%) n (%)
Wiek (lata) 11.4 (8.0- 14.5) 8.1(5.0-9.9) 0.002°
Niezgodnosci HLA-DR | 8/25/5(21/66/ 13) 5/13/11(17/45/38) 0.06™
0/1/2/3
Niezgodnosci HLA- B 2/19/17(5/50/45) 1/15/13(3/52/45) 1"
0/1/2/3
Niezgodnoéci HLA-A | 4/19/ 15 (11/50/ 39) 3/14/12(10/48/41) 1™
0/1/2/3
Suma niezgodnosci 4 (3-4) 4 (3-5) 0.3"

HLA (ang. Human Leukocyte Antigens)- antygeny zgodnosci tkankowej, grupy A,B i DR

Q1, dolny kwartyl; Q3, gérny kwartyl;” test Manna Whitneya; *" test Fishera

W analizowanej grupie mediana wieku pacjentdw w grupie prospektywnej wynosita okoto 11

lat natomiast w grupie retrospektywnej okoto 8. Wiecej niz 3 z 6 niezgodnych antygenéw HLA

(czyli kryterium szacowanego Sredniego ryzyka immunologicznego) w grupie prospektywnej

wystepowato u 23 pacjentéw (60%) natomiast w grupie retrospektywnej u 17 (58%). tacznie

40




niezgodnosci wszystkich antygendw HLA A + B + DR nie rdznity sie istotnie statystycznie w obu

grupach (mediana 4 vs. 4; p = 0,3; test Manna-Whitneya).

Rozktad czestosci poszczegdlnych jednostek choroby podstawowej bedacej przyczyng

schytkowej niewydolnosci nerek w poszczegdlnych grupach zostat przedstawiony w tabeli 6.

Tabela 6. Rozktad czestosci poszczegdlnych jednostek choroby podstawowej

Choroba podstawowa Grupa prospektywna(n=38) | Grupa retrospektywna(n=29)
n (%) n (%)

Wada uktadu moczowego | 15 (39%) 13 (29%)

Torbielowatos$¢ nerek 4 (11%) 2 (17%)

Ktebuszkowe zapalenie 3 (8%) 2 (7%)

nerek

Nefronoftyza 3 (8%) 0

Zespot nerczycowy 1(3%) 5(17%)

Zespot hemolityczno- 1(3%) 1(3%)

mocznicowy

Przyczyna nieustalona 4 (10%) 0

Inne 7 (18%) 6 (21%)

Gtéwna przyczyna schytkowej niewydolnosci nerek w obydwu grupach pacjentéw byty wady

uktadu moczowego, w grupie prospektywnej 39% vs 29% w grupie retrospektywnej.

Rozktad czestosci stosowania poszczegdlnych lekow immunosupresyjnych oraz zmiany

leczenia w obydwu grupach zostaty przedstawione w tabeli 7.
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Tabela 7. Rozktad czestosci stosowania poszczegdlnych lekdw immunosupresyjnych

Immunosupresja Grupa prospektywna n=38) | Grupa retrospektywna (n=29) o]
n (%) n (%)

Prednizon 38 (100%) 29 (100%) N/A
Takrolimus 31 (82%) 25 86%) 0.75™
Cyklosporyna 7 (18%) 7 (24%) 0.57""
Mykofenolan mofetylu | 37 (97%) 25 (86%) 0.16™
Azatiopryna 3 (8%) 1 (3%) 0.62"
Sirolimus 0 7 (24%) 0.002*
Zmiana schematu 7 (18%) 9 (31%) 0.26"
immunosupresji

N/A nie wykonywano
" test Fishera ™" test chi-kwadrat

Zdecydowana wiekszo$¢ pacjentow otrzymywata kombinacje TAC (82% w grupie
prospektywnej vs. 86% w grupie retrospektywnej), MMF (97% w grupie prospektywnej vs 86%
w grupie retrospektywnej), oraz Pred (100% w obu grupach). Nie wykazano istotnych réznic w
rozktadzie podstawowych lekéw, to jest inhibitoréw kalcyneuryny i mykofenolanu mofetylu
(MMF) w obu grupach. Zmiana schematu immunosupresji byta spowodowana dziataniami
niepozgdanymi lekéw, badz koniecznoscig zwiekszenia (po potwierdzeniu odrzucania) lub
zmniejszenia sity immunosupresji (zakazenia wirusowe). Czesto$¢ dokonywania zmiany nie
byta istotnie rézna w obu grupach. Jedyng istotng rdznicg byto czestsze stosowanie syrolimusu

w grupie retrospektywnej.

Czas obserwacji, czynno$é nerki przeszczepionej po miesigcu od zabiegu przeszczepienia
(wyjsciowy eGFR) oraz czesto$¢ wykrywania dnDSA w grupie prospektywnej oraz

retrospektywnej przedstawiono w tabeli 8.

42




Tabela 8. Dlugos¢ obserwacji, wyjsciowa czynnos¢ nerki (wyrazona jako eGFR) oraz odsetek

czestosci wystepowania dnDSA po transplantacji

Grupa
prospektywna(n=38)

Mediana (Q1-Q3)

Grupa
retrospektywna(n=29)

Mediana (Q1-Q3)

n (%) n (%) P
Czas obserwacji (lata) | 2 (2-2) 8 (6-11) <0.0001"
Wyjéciowy eGFR 76.4 (70.3- 99.5) 72.8 (53.6- 93.1) 0.27"
(ml/min/1,73m2)
Czestos¢ wykrycia 21 100 N/A
dnDSA(%) po
transplantacji tacznie
po 3 miesigcach (%) 8 N/A N/A
po 6 miesigcach (%) 11 N/A N/A
po 12 miesigcach (%) | 16 N/A N/A
po 24 miesigcach (%) | 21 N/A N/A

N/A, nie oznaczano

* test Manna Whitneya

Dtugos$é obserwacji chorych nalezacych do grupy retrospektywnej byta istotnie wyzsza, niz

obserwacji grupy prospektywnej (8 vs 2 lata, p< 0.001, test Manna Whitneya). W grupie

prospektywnej wyjsciowa czynnos$¢ nerki (po miesigcu od przeszczepu), wyrazona jako

mediana szacowane] wartosci przesgczania ktebuszkowego (eGFR) wyniosta 76.4 vs 72.8

ml/min/1.73m?dla grupy retrospektywnej (NS). W zwigzku z tym ze kryterium kwalifikacji do

grupy retrospektywnej byto potwierdzenie obecnosci DSA, ich wystepowanie w tej grupie

wynosito 100% i nie byt poréwnywane z danymi co do czestosci wystepowania dnDSA w grupie

prospektywnej, gdzie takie kryterium nie obowigzywato.
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Konicowa (w catej 2-letniej obserwacji) czestos¢ wystepowania dnDSA grupie prospektywnej
wyniosta 21%, niemniej narastata ona stopniowo i regularnie wraz z czasem po transplantacji
i wynosita odpowiednio 8% po 3, 11% po 6, 16% po 12 i 21% po 24 miesigcach obserwacji.

Klasy, stezenie i typ przeciwciat dnDSA w obydwu grupach chorych przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Klasy, stezenie (MFI) i typ przeciwciat dnDSA w obydwu grupach chorych

dnDSA (+) Klasa | Klasa Il Klasalill | MFI<3000 | Cig+

grupa prospektywna | 25% 75% - 100% 1 przypadek
(n=8)

grupa retrospektywna | 28% 52% 20% 27% niedostepne
(n=29)

W grupie prospektywnej w kazdym przypadku MFI wynosito <3000, w jednym przeciwciafa

miaty charakter ,,inwazyjny” tj. wigzaty sktadowa dopetniacza Ciq(DSA Cig+).

Na podstawienie wartosci MFI DSA dla obydwu grup chorych wyliczono warto$¢ wskaznika
RIS-DSA (szacujgcego prawdopodobienstwo wystgpienia humoralnego odrzucania) [26].
Wsréd pacjentéw dnDSA(+) grupy prospektywnej mediana wartosci tego wskaznika wynosita

2, a u pacjentow dnDSA(+) nalezacych do grupy retrospektywnej 13.

Czynnos¢ nerki przeszczepionej w momencie wykrycia dnDSA, czestos¢ wykonywania biopsji
nerki przeszczepionej, czestos¢ potwierdzenia odrzucania w biopsji oraz utraty nerki
przeszczepionej w przebiegu cAMR w grupie prospektywnej oraz retrospektywnej

przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Czynnos¢ nerki przeszczepionej w momencie wykrycia dnDSA, czestosc
wykonywania biopsji nerki przeszczepionej, czestos¢ potwierdzenia odrzucania w biopsji oraz

utraty nerki przeszczepionej w przebiegu cAMR w obu grupach.
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Grupa prospektywna Grupa retrospektywna | P
Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3)
n (%) n (%)
eGFR w momencie 85.0 (55.0-92.5) 41.0 (28.7- 57.2) 0.004"
wykrycia dnDSA
(ml/min/1,73m?)
Liczba pacjentéwu u 10 (26.3) 23 (79.3) <0.0001
ktorych wykonano o
biopsje nerki
Czestos¢ odrzucania 7 (18) 19 (66) <0.0001
potwierdzonego biopsjg **
Czestos¢ utraty nerki 0 12 (41) <0.0001

* test Manna Whitneya™ test Fishera ™ test chi-kwadrat

W grupie prospektywnej wsréd pacjentowu u ktérych wykryto dnDSA w badaniach
przesiewowych, mediana eGFR w momencie ich stwierdzenia wyniosta 85 ml/min/1.73m2. W
grupie retrospektywnej, gdzie badanie w kierunku DSA wykonywano ze wskazan klinicznych
(czyli przy pogorszeniu czynnosci przeszczepu) warto$é eGFR wynosita 41 ml/min/1.7m? i byta
istotnie nizsza w porownaniu z wartoscig stwierdzang w grupie prospektywnej (p=0.004; test
Manna Whitneya). Dynamike zmian wartosci eGFR w trakcie obserwacji, w obu grupach,

przedstawiono na rycinie 3.
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Rycina 3. Zmiany wartosci eGFR w trakcie obserwacji pacjentéw z grupy prospektywne;j i

retrospektywnej

W grupie retrospektywnej istotnie czesciej wystepowaty wskazania do biopsji nerki (79.3 vs
26.3 %, p<0.0001; test chi kwadrat) i odpowiednio istotnie czesciej wykrywano w niej ostre
odrzucanie przeszczepu (ang. biopsy-proven rejection) (70 vs 18%, p<0.0001; test Fishera). O
ile w grupie prospektywnej nie byto przypadku utraty przeszczepu, to w grupie

retrospektywnej czestos¢ ta wynosita 41% (p<0.0001; test Fishera).

Zmiany stwierdzane z biopsji nerki w grupie prospektywnej oraz retrospektywnej

przedstawiono w tabeli 11.
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Tabela 11. Rozktad zmian histopatologicznych wykrywanych w biopsji nerki w obu grupach

Zmiany Grupa prospektywna (n=10) Grupa retrospektywna (n= 23)
histopatologi

!s or.).a ologiczne w n (%) n (%)
biopsji
Ostre odrzucanie 7 (70) 4 (18)
srédmigzszowe
cAMR 0 15 (66)
Cechy infekcji 1 (10) 1 (4)
wirusowe;j
Przewlekta 0 2 (8)
glomerulopatia
Bez zmian 2 (20) 1(4)

cAMR (ang. chronicantibodymediatedrejection) — przewlekte odrzucanie humoralne

U pacjentéw z grupy prospektywnej, gdzie wskazania do biopsji wystepowaty rzadko (18%), w
ocenie histopatologicznej bioptatéw nerki pobranych w momencie pogorszenia czynnosci
nerki przeszczepionej stwierdzano w wiekszosci zmiany o charakterze ostrego odrzucania
srodmigzszowego w 70%, natomiast u zadnego z pacjentéw nie stwierdzono zmian o
charakterze przewlektego humoralnego odrzucania (cAMR), ani innych zmian przewlektych. U
pacjentdw z grupy retrospektywnej przewazaty zmiany o charakterze cAMR u 66% chorych, a
ostre odrzucanie srédmigzszowe zostato potwierdzone u 18% chorych. Dodatkowo u 8%
chorych z tej grupy wystepowaty zmiany o charakterze nieswoistej glomerulopatii (nie
wchodzgce w sktad petnego rozpoznania cAMR). Na wyniki te niewatpliwie m.in. miat wptyw
dtuzszy czas miedzy transplantacjg, a wykonaniem biopsji: 59.02 miesiecy w grupie
retrospektywnej vs 6.86 w grupie prospektywnej (p<0.0001; test Manna Whitneya). Dalsza

obserwacja tych chorych wykazata, ze u 41% srednio po uptywie 2,4 roku od wykazania

obecnosci dnDSA doszto do utraty czynnosci przeszczepu nerki.
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Tabela 12. Dtugosé czasu od transplantacji do momentu wykonania biopsji nerki

Czas do biopsiji Grupa prospektywna Grupa retrospektywna
n=38 n=29
Miesigc, Mediana (Q1-Q3) 6.86 (1.35-10.84) 59.02 (35.07- 85.57)

2. Analiza poréwnawcza w obrebie grupy prospektywnej z uwzglednieniem podziatu na

pacjentow z obecnymi i nieobecnymi dnDSA.

W dalszej czesci analizy porownywano wybrane parametry kliniczne i farmakologiczne w
obrebie 2 podgrup, w zaleznosci od obecnosci lub nieobecnosci przeciwciat (dnDSA (+) vs
dnDSA(-)). Stosowane leczenie immunosupresyjne oraz zmiany leczenia w grupie

prospektywnej z ujemnymi i dodatnimi dnDSA przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13. Rozktad udziatu procentowego poszczegdlnych lekéw immunosupresyjnych w

podgrupach DSA (+) i DSA (-).

Immunosupresja Grupa dnDSA (-) n=30 Grupa dnDSA (+) n=8 [¢]

n (%) n (%)
Prednizon 30 (100%) 8 (100%) N/A
Takrolimus 24 (80%) 7 (88%) p=1""
Cyklosporyna 6 (20%) 1(13%) p=1""
Mykofenolan mofetylu | 30 (100%) 7 (88%) p=0.21""
Azatiopryna 3 (10%) 0 p=1"
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Sirolimus 0 0 N/A

EEd

Zmiana schematu | 6 (20%) 1(12%) p=0
immunosupres;ji

" test Fishera

Dominujgcym schematem immunosupresji w obydwu grupach byt schemat tréjlekowy, oparty
na jednoczesnym stosowaniu prednizonu (100%), takrolimusu (80 i 88%) oraz mykofenolanu
mofetylu (100 i 88%). Zmiana schematu immunosupresji miata miejsce u 20% pacjentéw z
podgrupy dnDSA (-) oraz 12% z dnDSA (+), polegata na zamianie mykofenolanu mofetylu na
azatiopryne lub zamiany takrolimusu na cyklosporyne z powodu istotnych dziatan

niepozadanych ww. lekéw.
Analiza znaczenia dnDSA dla czynnosci przeszczepu nerki.

Nastepnie poddano analizie wptyw pojawienia sie dnDSA na czynnos$¢ przeszczepu nerki. Za
parametr progowy przyjeto obnizenie sie wartosci wyjsciowej eGFR o > 30%. Jest to parametr
stosowany w praktyce klinicznej o$rodka do ustalenia wskazan do hospitalizacji i
réznicowania przyczyn dysfunkcji nerki, w tym do wykonania biopsji, o ile jednoznacznie nie

ustalono innych przyczyn tego stanu, niz podejrzenie odrzucania przeszczepu.

Wartos¢ eGFR jakg wzieto do analizy (u chorych nalezgcych do obydwu podgrup) pochodzita z
badania wykonanego po 1 miesigcu, a nastepnie po 12 miesigcach i po 2 latach po
transplantacji, a w grupie pacjentdw ktéra wytworzyta dnDSA rédwniez w momencie ich
wykrycia. Wykazano, ze obecnos¢ dnDSA wigzata sie z >4,5 wyzszym ryzykiem pogorszenia
funkcji przeszczepu, wyrazonej jako przewlekty spadek eGFR o >230% od wartosci wyjsciowe;j
w ciggu 2-letniej obserwacji; (skorygowany wspétczynnik zagrozenia [aHR] 4,37; 95% Cl, 1,058-
18,038; p = 0,0415; log-rank test). Wspdtczynnik ryzyka skorygowano o takie parametry, jak
wiek w chwili transplantacji, zgodno$¢ HLA oraz wyjsciowg wartos¢ eGFR. Zalezno$¢ te

przedstawiono na rycinie 4.
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Rycina 4. Prawdopodobienstwo spadku wielkosci eGFR o > 30% od wartos$ci wyjsciowej w
podgrupach dnDSA (+) i dnDSA (-) pacjentdw nalezgcych do grupy prospektywne;j,
skorygowane o wiek w momencie transplantacji, wyjsciowy eGFR i niezgodne antygeny HLA A

+ B + DR, (log rank p = 0,0129).
Analiza zwigzkéw miedzy nasileniem immunosupresji, a powstawaniem dnDSA
Analize te podzielono na trzy czesci:

- ocene wptywu stezenia takrolimusu na powstawanie dnDSA
- ocene wptywu zmiennos$ci stezenia takrolimusu na powstawanie dnDSA
- ocene wptywu sity skumulowanej tréjlekowej immunosupresji, wyrazonej jako

wspotczynnik Vasudeva w modyfikacji pediatrycznej na powstawanie dnDSA.

Analizowano zwigzek miedzy podstawowym w praktyce klinicznej, najnizszym stezeniem
takrolimusu (synonimy: Co; ang. trough level; stezenie przed podaniem kolejnej dawki), a
czestoscig wystepowania dnDSA w grupie prospektywnej. Celem zwiekszenia wiarygodnosci
tej oceny, do analizy wzieto wartosci wszystkich oznaczen Co TAC ze wszystkich dostepnych
badan wykonywanych miedzy pierwszym a 24 miesigcem po transplantacji. Odrzucono wyniki
oznaczen wykonanych w pierwszym miesigcu ze wzgledu na ich znaczgco wyzsze wartosci,

wynikajgce z protokotu immunosupresji. Po usrednieniu wszystkich dostepnych wynikéw
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wykazano, ze wartosci mediany stezenia takrolimusu (TAC Co) we wszystkich kolejnych
ocenach miedzy 1. a 24. miesigcem po transplantacji byty istotnie wyzsze u pacjentow dnDSA

(-), w poréwnaniu do chorych DSA (+), odpowiednio 7.9 vs 7.1 (p=0.088; linear mix model test).
Wynik przedstawia tabela 14 oraz rycina 5.

Tabela 14. Wartosci mediany Co TAC w zaleznosci od obecnosci/nieobecnosci dnDSA w 2-

letniej obserwaciji.

Parametr dnDSA (-) dnDSA (+) p

TAC Co (ng/ml), mediana (Q1-Q3) 7.9 (6.5-10.3) | 7.1(5.9-8.5) 0.0088~

"liniowy model mieszany
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Rycina 5. Analiza mediany stezenia TAC Co w okresie dwdch lat od transplantacji u pacjentow

dnDSA (-) oraz dnDSA (+)
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Nastepnie analizie poddano zwigzek wartosci wskaznika zmiennosci stezenia Co TAC z
obecnosci/nieobecnoscia dnDSA. Metodologie obliczania tego wskaznika oparto na
odpowiedniej publikacji [61]. Do obliczern ponownie uzyto wartosci wszystkich oznaczen Co
TAC ze wszystkich dostepnych badan wykonywanych miedzy pierwszym a 24 miesigcem po
transplantacji. Analiza wartosci wspétczynnika zmiennosci TAC Conie wykazata istotnej réznicy
w jego zakresie miedzy pacjentami dnDSA (-) i dnDSA (+) (31 vs. 29; p = 0,56). Dane

przedstawiono w tabeli 15 i na rycinie 6.

Tabela 15. Poréwnanie wartos$ci wskaznika zmiennosci stezenia TAC Co u chorych dnDSA(-) i

dnDSA (+).

Parametr dnDSA (-) dnDSA (+) p

TAC Co zmienno$¢ stezenia (%), | 31 (23-39) 29 (17-37) 0.56™
mediana (Q1-Q3)

**test Fishera
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Rycina 6. Analiza wartosci wskaznika zmiennosci stezenia TAC Co u chorych dnDSA(-) i dnDSA
(+).
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Nastepnie dokonano analizy znaczenia skumulowanego wskaznika trdjlekowej
immunosupresji wg. Vasudeva, w wersji przystosowanej dla pacjentéw pediatrycznych [68]
dla powstawania dnDSA. Dane do obliczenia wskaznika Vasudeva (rodzaj i wielkos¢ dawki
leku) pobrano z dokumentacji medycznej, w czasie 1, 12 i 24 miesigca od transplantacji.
Analiza wskaznika Vasudeva, mimo numerycznie nizszych wartosci w czasie 1 i 2 lat po
transplantacji w grupie dnDSA(-), nie wykazata istotnej réznicy w poréwnywanych grupach.

Dane przedstawia tabela 16 oraz rycina 7.

Tabela 16. Poréwnanie wartosci wskaznika Vasudeva miedzy pacjentami dnDSA (-) i dnDSA(+)

w 2 letniej obserwacji.

Wskaznik Vasudeva, mediana (Q1-Q3)
p
dnDSA (-) dnDSA (+)
1 miesigc po transplantacji 10.6 (8.6-12.5) 10.5(8.4-11.0) NSA
12 miesiecy po transplantacji 6.3 (5.5-7.0) 6.1 (5.4- 6.6) NS"
24 miesigce po transplantacji 5.5 (4.1-6.0) 4.1(3.8-5.9) NSA

NS- nieznamienny statystycznie

Aliniowy model mieszany
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Rycina 7. Poréwnanie wartosci wskaznika Vasudeva miedzy pacjentami dnDSA (-) i dnDSA(+)

w 2 letniej obserwacji.

3. Analiza poréwnawcza wybranych wskainikébw pomiedzy pacjentami z grupy

prospektywnej a retrospektywne;.

Ze wzgledu na rdzne kryterium przynaleznosci do grupy retrospektywnej (ocena dnDSA tylko
ze wskazan klinicznych) i prospektywnej (ocena dnDSA przesiewowa, niezaleznie od stanu
klinicznego) bezposrednie poréwnanie niektérych parametréw nie byto mozliwe, niemniej
dokonano czesciowej analizy wybranych czynnikéw, celem wykazanie czy wiekszy uptyw czasu
od transplantacji do wykonanie badania w kierunku dsDSA oraz uzaleznienie wykonania tego

badania od dodatkowych wskazan miato znaczenie kliniczne.
Analiza porownawecza nasilenia immunosupresji w grupie retro- i prospektywnej
- pordéwnanie stezenia takrolimusu (TAC Co).

Do obliczen wykorzystano wszystkie wartosci stezenia TAC Co zmierzone powyzej 1 miesigca
po transplantacji, w okresie 2 lat prospektywnej obserwacji pacjentéw nalezgcych do grupy
prospektywnej oraz wszystkie wartosci stezenia TAC Cozmierzone u pacjentéw nalezgcych do

grupy retrospektywnej w okresie 2 lat poprzedzajgcych pierwsze wykrycie dnDSA. Ten dobdr
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czasu oraz nieco wieksza czesto$¢ pobran (wizyt) w grupie prospektywnej (typowa dla

obserwacji zwtaszcza w pierwszym roku po transplantacji) sprawity, ze liczba proébek

analizowanych w grupie prospektywnej wynosita 181, a w grupie retrospektywnej 145.

Wykazano, ze warto$¢ mediany stezenia takrolimusu (TAC Co) w oznaczeniach pomiedzy 3. a

24. miesigcem po transplantacji w grupie prospektywnej i w oznaczeniach w czasie dwéch lat

poprzedzajgcych wytworzenie dnDSA u pacjentdéw grupy retrospektywnej byta istotnie wyzsza

w grupie prospektywnej i wynosita 7.3 vs 5.6 (p<0.0001 ; linear mixed model). Dane te

przedstawia tabela 17 i rycina 8.

Tabela 17. Poréwnanie mediany stezenia takrolimusu (TAC Co) miedzy grupa prospektywng i

retrospektywng w dwuletniej obserwacji

Parametr Grupa prospektywna Grupa retrospektywna | p
(ilos¢ oznaczen n=181) (ilos¢ oznaczen n=145)
TAC Co (ng/ml), 7.3 (6-9.2) 5.6 (4.6-7.4) <0.0001"
mediana (Q1-Q3)
"liniowy model mieszany
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Rycina 8. Mediany stezenia takrolimusu (TAC Co) w grupie prospektywnej i retrospektywnej,

w dwuletniej obserwacji.

Nastepnie, wykorzystujgc te same wyniki oznaczen stezenia TAC Co, poréwnano wartosc
wspotczynnika zmiennosci stezenia leku w okresie dwuletniej obserwacji. Wykazano, ze
wartos¢ ta, oceniana w okresie dwdch lat poprzedzajacych wytworzenie dnDSA w grupie
retrospektywnej byta wyzsza w poréwnaniu do grupy prospektywnej (30 vs 23%), ale tylko na

granicy istotnosci statystycznej (p=0.056; mixedlinear model). Dane przestawiono w tabeli 18.

Tabela 18. Wartosci wspoétczynnika zmiennosci stezenia takrolimusu (Co) w okresie dwuletniej

obserwacji, w grupie prospektywnej i retrospektywnej.

Parametr Grupa prospektywna Grupa retrospektywna | p
(ilos¢ oznaczen n=181) | (ilos¢ oznaczen n=145)

TAC Co zmiennos¢ stezenia 23 (17-32) 30 (24-31) 0.056"
(%), mediana (Q1-Q3)

Aliniowy model mieszany

Nastepnie dokonano analizy dynamiki zmian wartosci wskaznika skumulowanej sity
immunosupresji (Vasudeva) w grupie retrospektywnej w okresie poprzedzajgcym wykrycie
dnDSA. Wykazano, ze wartosci wystepujace 2 lata po transplantacji byty istotnie wyzsze od
wartosci wystepujgcych w momencie wykrycia dnDSA (5.1 vs 4.3 p <0.0001, test znakowanych

rang Wilcoxona). Dane przedstawiono w tabeli 19.

Tabela 19. Wartos$ci wskaznika skumulowanej sity immunosupresji (Vasudeva) w grupie

retrospektywnej w okresie poprzedzajacym wykrycie dnDSA.

Wskaznik Vasudeva, mediana (Q1-Q3) Grupa retrospektywna
2 lata po transplantacji 5.1(3.9-7.2)
2 lata przed wykryciem dnDSA 4.3(3.8-6.9)
1 rok przed wykryciem dnDSA 4.0(3.4-6.7)
W momencie wykrycia dnDSA 4.3 (2.9-5.2)
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Zaleznos¢ pomiedzy wartosciami wskaznika Vasudeva dwa lata po transplantacji a

wskaznikiem w momencie wykrycia dnDSAw grupie retrospektywnej przedstawia Rycina 9.

10

Wskaznik Vasudeva

2 lata po tx przy dnDSA

Rycina 9. Wartosci wskaznika Vasudeva dwa lata po transplantacji i w momencie wykrycia

dnDSA w grupie retrospektywne;j.

Podobnie, w grupie prospektywnej wykazano, ze wartosci wskaznika Vasudeva po uptywie 1
roku od transplantacji byty istotnie wyzsze, niz po 2 latach 6.2 vs 5.2; p= 0.0004, (test

znakowanych rang Wilcoxona). Wyniki przedstawiono w tabeli 20 i rycine 10.

Tabela 20. Wartosci wskaznika Vasudeva po 1 i 2 latach od transplantacji w grupie

prospektywne;.
Wskaznik Vasudeva, mediana(Q1-Q3) Grupa prospektywna
1 rok po transplantacji 6.2 (5.5-7.0)
2 lata po transplantacji 5.2 (4.0-5.9)
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Rycina 10. Wartos¢ wskaznika Vasudeva rok i dwa lata po transplantacji w grupie

prospektywne;.

Ze wzgledu na rézny czas obserwacji nie porownywano tych parametréw miedzy grupami.
Wystepujgca spadkowa tendencja zmian (w obu grupach) z uptywem czasu jest naturalnym
efektem wynikajgcym z protokotdw immunosupres;ji (im dalej w czasie od transplantacji, tym

nizsza sita immunosupresji).

4. Analiza poréwnawcza stezen TAC Co pomiedzy pacjentami dnDSA(-) i dnDSA(+)

niezaleznie od przynaleznosci do grupy

Dokonano oddzielnej analizy miedzy pacjentami dnDSA(-) i dnDSA(+) (niezaleznie od
przynaleznosci do grupy) w zakresie poréwnania mediany stezen TAC Co (wyliczonej ze

wszystkich 326 oznaczen analizowanych poprzednio).

Wykazano, ze warto$¢ mediany stezenia takrolimusu (TAC Co) u pacjentéw dsDNA (-) byta
istotnie wyzsza, niz u chorych dnDSA (+) ; odpowiednio 7.4 vs 6.0 (p< 0.0001; linear mixed

model). Dane przedstawiono w tabeli 21.

Tabela 21. Wartosci mediany stezenn TAC Co u chorych dnDSA (-) i dnDSA (+) niezaleznie od

przynaleznosci do grupy
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Parametr Grupa prospektywna Grupa prospektywna i p
dnDSA (-) retrospektywna dnDSA (+)
(liczba oznaczen n=145) (liczba oznaczen n=181)
TAC Co (ng/ml), 7.4 (6.2-9.5) 6.0 (4.8-7.6) <0.0001"

mediana (Q1-Q3)

"liniowy model mieszany

Nastepnie poréwnano wskazniki Vasudeva w obydwu grupach. Poddano analizie wspdlny

punkt tgczacy obie grupy, tj. wskaznik Vasudeva po dwdch latach od transplantacji, nie

wykazujgc istotnosci statystycznej pomiedzy grupami, (p=0.73; test Manna Whitneya). Dane

przedstawiono w tabeli 22 i na rycinie 11.

Tabela 22. Poréwnanie wskaznika Vasudeva dwa lata po transplantacji w grupach z

negatywnymi i pozytywnymi dnDSA.

2 lata po
transplantacji,
mediana (Q1-Q3)

Parametr Grupa prospektywna Grupa prospektywna i p
retrospektywna dnDSA (+
dnDSA (-) peityw (*+)
Wskaznik Vasudeva | 5.3 (4.1-6.0) 4.8 (3.9-6.9) 0.73"

" test Fishera
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Rycina 11. Wskaznika Vasudeva dwa lata po transplantacji w grupach chorych z obecnymi i

nieobecnymi dnDSA.

Aby ujednolici¢ ocene sity immunosupresji w obydwu grupach przeanalizowano zmiennos¢
wskaznika Vasudeva w czasie. Do obliczen postuzono sie wzorem, ktéry uzywano do wyliczenia
zmiennosci stezen takrolimusu [68]. W grupie chorych bez obecnosci dnDSA uzyto do analizy
wskaznika Vasudeva po roku i dwéch latach od transplantacji, natomiast u pacjentow z
obecnymi dnDSA grupy prospektywnej po roku, dwdch latach od transplantacji i w momencie
wykrycia dnDSA, a u pacjentéw grupy retrospektywnej z obecnymi dnDSA- dwa lata, rok przed
wykryciem oraz w momencie wykrycia dnDSA. Zmienno$¢ wskaznika Vasudeva w grupie
pacjentow, ktdrzy nie wytworzyli dnDSA byta mniejsza (10% vs 13%) niz w grupie pacjentéw z
obecnymi dnDSA, ale rdznica ta nie byta istotna statystycznie. Wskazujeto na fakt, ze u
pacjentéw ktorzy nie wytworzyli przeciwciat rzadziej dochodzito do zmian dawkowania lekéw
immunosupresyjnych (wykazywali sie oni bardziej stabilnymi stezeniami lekéw w surowicy).

Dane przedstawiono w tabeli 23 i na rycinie 12.
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Tabela 23. Zmienno$¢ wskaznika Vasudeva w grupach pacjentéw bez dnDSA oraz w grupie z

obecnymi dnDSA.

Parametr Grupa prospektywna Grupa prospektywna i p
dnDSA (-) retrospektywna dnDSA (+)

Zmienno$¢ wskaznika | 10 (6- 16) 13 (7- 31) 0.12"

Vasudeva(%),

Mediana (Q1-Q3)

**test Fishera

100 | (e}
80 -
60

40

-
==

O c—
dn DSA neg dn DSA pos

20 |

Wskaznik Vasudeva—zmiennos¢ stezen (%)

Rycina 12. Zmiennos$¢ wskaznika Vasudeva w grupach pacjentéw bez obecnosci dnDSA oraz w

grupie z obecnymi dnDSA.
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Podsumowanie wynikow:

1.

W prospektywnej dwuletniej ocenie pacjentdw niskiego/sredniego 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% przypadkow byly to przeciwciata klasy I, a w pozostatych 25% - klasy

l.

We wszystkich potwierdzonych przypadkach obecnosci przeciwciat w grupie

prospektywnej warto$é¢ MFI dnDSA byta nizsza od 3000, a wartos¢ kalkulatora ryzyka

DSA-RIS (ang. DSA-Representative Scoring System) oceniajgcego prawdopodobienstwo

wystgpienia humoralnego odrzucania u dzieci po transplantacji nerki byta niska i

wynosita 2 (przy progu odciecia 17, dla prawdopodobienstwa > 95%).

U 18% pacjentow z grupy prospektywnej wystgpity 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 wytwarzajgcych przeciwciat

(dnDSA (-)) wykazano, ze:

- nie roéznili sie pod wzgledem zakresu i dawek stosowanych lekéw
immunosupresyjnych;

- pacjenci dnDSA (-) mieli istotnie wyzszg warto$¢ mediany stezenia takrolimusu (TAC
Co) (dane wyliczone z kolejnych 181 oznaczen) 7.9 vs 7.1ng/ml (p=0.088);

- nie wykazano istotnej roznicy w zakresie wartosci wspodtczynnika zmiennosci TAC Co
miedzy pacjentami dnDSA (-) i dnDSA (+) (31 vs. 29; p = 0,56); nie wykazano istotnej

roznicy w zakresie wartosci wskaznika Vasudeva (skumulowanej sity
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immunosupresji), obliczanego po 12 i 24 miesigcach po transplantacji (odpowiednio

6.3vs 6.1 u5.5vs 4.1, NS).
Analiza grupy retrospektywnej wykazata, zew grupie tej (przy 100% obecnosci dnDSA, w
tym w 28% klasy I, w 52% klasy I, a w 21% obydwu klas) 66% wykonanych biopsji
wykazano cechy przewlektego humoralnego odrzucania, a 41% chorych utracito
przeszczep w ciggu 2.4 roku po wykryciu dnDSA.
W grupie retrospektywnej wartos¢ mediany stezenia takrolimusu (TAC Co) w
oznaczeniach w czasie dwdch lat poprzedzajgcych wytworzenie dnDSA (liczba oznaczen
145),w poréwnaniu do mediany wartosci oznaczen pomiedzy 3. a 24. miesigcem po
transplantacji w grupie prospektywnej (liczba oznaczen 181) byta istotnie nizsza i
wynosita 5,6 vs 7.3 ng/ml (p<0.0001); - wartos¢ wspdtczynnika zmiennosci stezenia
takrolimusu, w okresie dwuletniej obserwacji przed wykryciem dnDSA, byta wyzsza w
poréwnaniu do wartosci wystepujacej w grupie prospektywnej (30 vs 23%), ale tylko
na granicy istotnosci statystycznej (p=0.056).
Analiza poréwnujgca chorych dnDSA (+) i dnDSA (-) bez wzgledu na przynaleznosé do
grupy (prospektywnej lub retrospektywnej) wykazata, ze wartos¢ mediany stezenia
takrolimusu (TAC Co) u pacjentédw dnDNA (-) (liczba prébek 145) byta istotnie wyzsza, niz
u chorych dnDSA (+) (liczba prébek 181); odpowiednio 7.4 vs 6.0 (p< 0.0001).
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Dyskusja

Obecnos¢ przeciwciat anty-HLA, zwtaszcza tych powstajgcych de novo po transplantacji

(dnDSA) jest jednym z podstawowych czynnikdw majacych jednoczesnie:

- znaczenie predykcyjne dla oceny odlegtego rokowania (utrzymania czynnosci
przeszczepionej nerki);

- znaczenie diagnostyczne pomocne w rozpoznawaniu humoralnego odrzucania
przeszczepu;

- znaczenie kliniczne, jako posredni wskaznik skutecznosci immunosupres;ji.

Mimo tej wiedzy, znanej z wielu publikacji opisujgcych wybrane populacje chorych dorostych
oraz (osobno) pacjentéw pediatrycznych po transplantacji nerki, w tym zwtaszcza pacjentéow
uczulonych, otrzymujacych kolejny przeszczep, wymagajgcych zastosowania indukcji
biologicznej w pierwszych dniach po transplantacji - nadal istnieje przestrzen i uzasadnienie
dla badan nad czestos$cig wystepowania dnDSA w szczegdlnych grupach pacjentéw nizszego
ryzyka, nad swoistymi czynnikami ryzyka ich wystepowania oraz przede wszystkim nad
zwigzkami miedzy sitg/zakresem podstawowej, rutynowej immunosupresji, a ryzykiem
pojawiania sie dnDSA u chorych (w tym zwtaszcza dzieci), uznanych za nalezacych do grup
niskiego (lub co najwyzej umiarkowanego) ryzyka immunologicznego. Opisywane protokoty
immunosupresji, dobierane do oszacowanego ryzyka immunologicznego, zawierajg zalecenia
o dos$é szerokim zakresie dopuszczalnego stezenia podstawowych lekdw oraz zalecenia co do
kojarzenia lekéw ze sobg, celem uzyskania efektu synergistycznego w immunosupresji, co
jednoczesnie ma umozliwia¢ planowe obnizanie dawek i stezenia wybranych lekéw, celem
obnizenia ich swoistej toksycznosci (ang. minimization protocols). Niezaleznie od ogdlnie
przyjetych zasad leczenia immunosupresyjnego i powszechnego ich stosowania, czes¢ chorych
wykazuje dobre odlegte rokowanie i diugo utrzymuje czynnos¢ przeszczepionej nerki, a u
pozostatych, mimo stosowania podobnego schematu lekdw — rozwijajg sie dnDSA i ujawniajg

sie odlegte skutki ich obecnosci. Ocena przyczyn tych odmiennosci jest podstawg niniejszej

pracy.

Pomimo znacznej poprawy przezywalnosci krotkoterminowej przeszczepu nerki zaréwno u
dorostych, jak i u dzieci [78], dtugoterminowa przezywalno$é przeszczepu pozostaje

powaznym problemem. Przez wiele poprzednich lat postulowano, ze gtdéwng przyczyng
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niewydolnosci po pierwszym roku od transplantacji pozostaje przewlekta nefropatia (ang.
chronic allograft nephropathy; CAN) [79,80]. Z histopatologicznego punktu widzenia CAN
cechowata gtéwnie obecno$é przewlektego widknienia Srédmigzszu i zaniku cewek nerkowych
(ang. interstitial fibrosis/tubular atrophy; IFTA), natomiast kliniczne wyrazata sie
systematycznie pogarszajgcg sie funkcja przeszczepu, z obnizaniem przesgczania
ktebuszkowego, towarzyszacym nadcisnieniem tetniczym oraz biatkomoczem. Dochodzito do
niej na wskutek niekorzystnego wptywu zaréwno czynnikdw immunologicznych, jak i
nieimmunologicznych. Nalezaty do nich przebyte epizody ostrego odrzucania, wytwarzanie
przeciwciat anty-HLA wskutek niezgodnosci antygenowych pomiedzy dawcg a biorcg i
nieadekwatna immunosupresja. Do czynnikdw nieimmunologicznych zaliczano m. in.
obcigzenia okotooperacyjne tj. uszkodzenie niedokrwienne i opdzniong czynnosc¢ przeszczepu,
przewlektg toksyczno$é inhibitoréw kalcyneuryny (gtownie cyklosporyny A), infekcje
wirusowe, nawrét choroby podstawowej, utrwalone nadci$nienie tetnicze i biatkomocz [80].
Nalezy pamieta¢, ze dwie dekady temu nie stosowano powszechnie celowane] profilaktyki
przeciwwirusowej, ani renoprotekcji farmakologicznej, jak obecnie. Najwiekszg role w rozwoju
CAN przypisywano przewlektej nefrotoksycznosci cyklosporyny A, z wywotang jej lokalnym
dziataniem wazokonstrykcjg naczyn ktebuszkédw nerkowych oraz indukcja lokalnej obecnosci
transformujgcego czynnika wzrostu-beta (TGF-B) w komérkach kanalikdw nerkowych,
prowadzacej do postepujgcego widknienia nerki [81]. Przyjecie tezy o podstawowym
znaczeniu CAN i nefrotoksycznosci cyklosporyny jako gtéwnej przyczynie pdiniej utraty
czynnosci przeszczepu znaczgco ukierunkowata praca Nankivella i wsp. (2003), w ktdrej na
duzym materiale klinicznym dorostych biorcow przeszczepu wykonano powtarzane przez kilka
lat po transplantacji seryjne biopsje protokolarne wykazujac, ze przewlekte uszkodzenie
histologiczne moze by¢ widoczne juz po 3 miesigcach oraz wystepuje niemal u 100%
pacjentéw 10 lat po przeszczepieniu. Wine gtéwnie przypisano cyklosporynie A [82]. Autorzy
randomizowanego badania z 15-letnig obserwacjg, w ktérym albo kontynuowano, albo jg
wczesnie odstawiano sugerowali, ze inhibitory kalcyneuryny zapewniajg poczatkowo wiekszg
korzy$¢ dla czynnosci przeszczepu (chronigc przed ostrym odrzucaniem), za to potem, po

latach, nastepuje postepujacy spadek funkcji przeszczepu zwigzany z toksycznoscig leku [83].

W przesztosci wiekszos¢ chorych otrzymywata immunosupresije, ktorej gtéwnym sktadnikiem

byta cyklosporyna A, azatiopryna i steroidy. Zamiana cyklosporyny na takrolimus,
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wprowadzenie mykofenolan umofetylu w miejsce azatiopryny, szerokie wprowadzenie
monitorowania i profilaktyki przeciwwirusowej, wprowadzenie zasad nefroprotekcji oraz
wdrozenie nowoczesnych technik doboru tkankowego i monitorowania immunologicznego
zmienito poglad na znaczenie i hierarchie przyczyn pdznej utraty czynnosci przeszczepu nerki,

kierujgc uwage klinicystéw na humoralng komponente odpowiedzi immunologicznej [84].

Waznym odkryciem w ostatniej dekadzie byto wykazanie, ze obecno$é przeciwciat przeciwko
antygenom dawcy przeszczepu (ang. donor specific antibodies; DSA), ktérych efektem jest
rozwdj przewlektego humoralnego odrzucania (ang. chronic antibody mediated rejection;
cAMR), jest odpowiedzialna za duzy odsetek dtugoterminowych niepowodzen przeszczepu,
ktore wczesniej przypisywano toksycznosci cyklosporyny (lub wtdrnie - przewlektej nefropatii
przeszczepu) [85, 86, 82]. Pojawienie sie bardziej czutych technik wykrywania DSA i
identyfikacja produktu degradacji dopetniacza jakim jest obecnos$¢ Casq w kapilarach
okotocewkowych  zwiekszyto zrozumienie mechanizméw cAMR i przyczynito sie do jego
klasyfikacji [87, 88]. Ciggtym wyzwaniem terapeutycznym pozostaje wiec stosowanie
skutecznej i bezpiecznej immunosupresji oraz unikanie niepozgdanej toksycznosci lekéw w

celu utrzymania jak najdtuzszej funkcji przeszczepionej nerki.

Czestos$¢ wystepowania wczesnego ostrego humoralnego odrzucania, spowodowanego przez
istniejgce wczesniej przeciwciata anty-HLA, specyficzne dla dawcy, zostata prawie catkowicie
wyeliminowana przez doktadng ocene immunologiczng przed transplantacjg. Podobnie,
czestos¢ wystepowania ostrego odrzucania T- komdrkowego zostata znacznie zmniejszona
dzieki stosowaniu coraz skuteczniejszych schematdéw leczenia immunosupresyjnego.
Niemniej, przewlekte odrzucanie z udziatem przeciwciat (CAMR) odgrywa krytyczng role w
utracie przeszczepu nerki i jest uwazane za jedng z najwazniejszych barier ograniczajgcych
dtugoterminowe wyniki. Do wytwarzania DSA moga przyczynic sie rézne czynniki ryzyka, takie
jak: niezgodnos$¢ antygendéw HLA (w tym zwtaszcza niezgodnosci w zakresie doboru antygenu
DQ), nieadekwatna immunosupresja wynikajgca z nadmiernej minimalizacji dawek/stezenia
lekéw, nieprzestrzeganie zalecen przez pacjentdw (ang. non-adherence) oraz stan zapalny
tkanek przeszczepu wywotany zakazeniami wirusowymi, odrzucaniem komérkowym lub

urazem niedokrwiennym powodujgcym zwiekszenie immunogennosci narzgdu [89].

Mechanizm dziatania dnDSA polegajgcy na wigzaniu sie z antygenami obecnymi na komadrkach

srodbtonka przeszczepu i aktywacja klasycznego szlaku uktadu dopetniacza jest kluczowym
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mechanizmem ostrego odrzucania z udziatem przeciwciat. Kolejnym szlakiem dziatania
przeciwciat DSA uszkadzajgcym przeszczep nawet przy braku aktywacji dopetniacza, jest
cytotoksycznos¢ komérkowa zalezna od przeciwciat. Jednym z elementdw rozpoznawania
przewlektego odrzucania humoralnego jest obecno$¢ w bioptatach nerki ztogéw dopetniacza
Cad W kapilarach okotocewkowych. Obecnosé Caq jest zwigzana z ciezszg prezentacja kliniczng,
podczas gdy Cag-negatywne odrzucanie moze by¢ wyzwolone przez mechanizmy niezalezne
od dopetniacza, ktére majg charakter subkliniczny lub przewlekty i prowadzg do pdinej

dysfunkcji i utraty przeszczepu [90].

W S$wietle powyzszych danych oznaczanie obecnosci przeciwciat anty-HLA (dnDSA) weszto
obecnie do standardu opieki potransplantacyjnej. Niemniej, znaczenie ma wybdr sposobu ich
monitorowania, wptywajacy na interpretacje wynikéw badan. Ocena dwdch grup chorych w
obecnym badaniu jest tego przyktadem. Czes¢ retrospektywna i prospektywna tego badania
pokazujg dwa odmienne problemy kliniczne zwigzane z wytwarzaniem dnDSA oraz catkowicie
rozng czestos¢ ich wystepowania w zaleznosci od przyjetego sposobu wyboru czasu
wykonywania badan. W czesci retrospektywnej mozliwos¢ wykonania badania w kierunku
obecnosci dnDSA byta ograniczona do przypadkéw uzasadnionych klinicznie, co byto wynikiem
w przeszfosci ograniczonej dostepnosci badan (i funduszy pokrywajgcych ich koszt) i miato
znaczenie diagnostyczne, wspomagajgce ustalenie przyczyny pogorszenia funkcji nerek
(wyrazonej jako wzrost stezenia kreatyniny w surowicy o 30% w stosunku do wartosci
wyjsciowej w dwdch kolejnych oznaczeniach). Przy zastosowaniu tego kryterium (badanie
tylko ze wskazan klinicznych) potwierdzona czesto$é¢ wystepowania dnDSA w tej grupie
wynosita 100%. Z kolei w prospektywnej czesci badania, w ktorej wszyscy kolejni pacjenci byli
regularnie badani pod kagtem obecnosci dnDSA zgodnie z protokotem, od dnia przeszczepienia
do dwéch pierwszych lat po transplantacji, wykazano ogdlng niskg czesto$¢ wystepowania
dnDSA na poziomie 21% (po 2 latach obserwacji) oraz to, ze czestos¢ ta regularnie wzrastata
wraz z czasem po transplantacji (z wartosci 8% po 3 miesigcach, poprzez 11% po 6, 16% po 12
i 21% po 24 miesigcach obserwacji). Ogdlna czestos¢ prospektywnego wykrywania dnDSA na
poziomie nieco powyzej 20% powtarza sie w innych publikacjach, zaréwno starszych, jak
opublikowanych wspétczesnie. W pracy Terasaki’ego i wsp. (2007) wykazano, ze czestos$¢ ta
(na przestrzeni 4 lat obserwacji) wynosita 23.3% [51]. W pracy Gajardo i wsp. (2021) opisujgcej

losy chorych niskiego ryzyka czestos¢ wystepowania dnDSA po 10 latach obserwacji wynosita
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22,3% [91]. Zalezno$¢ czestosci wystepowania DSA od stanu klinicznego chorych po
transplantacji wykazano m.in we wspotczesnej pracy Fichtnerai wsp. (2022), w ktérej u
chorych, u ktérych nie wykazano w biopsji nerki cech odrzucania, czestosc ta wynosita 21.1%,
natomiast u chorych z potwierdzonym odrzucaniem humoralnym wyniosta 71.4% [52].
Chaudri i wsp. (2013) wykazali czestos¢ wystepowania dnDSA na poziomie 25% u dzieci po
transplantacji nerki, okreslanych jako pacjenci niskiego ryzyka immunologicznego [92].
Dostepne w publikacjach dane co do ogdlnej czestosci wykrywania dnDSA sg wiec zbiezne z
uzyskanymi w obecnej pracy (w ocenie grupy prospektywnej). Przeciwciata anty- HLA moga
wystepowac jeszcze przed przeszczepieniem (ang. preformed DSA), niemniej to zjawisko jest
na ogo6t zwigzane z uczuleniem immunologicznym spowodowanym poprzednig transplantacjg
i utratg (poprzedniego) przeszczepu w mechanizmie humoralnego odrzucania. Silnym
bodZzcem stymulujgcym nasilenie obecnosci DSA w krazeniu jest usuniecie niewydolnego
przeszczepu. W pracy De Bello i wsp (2012) wykazano, ze po usunieciu niewydolnej nerki
obecnos¢ DSA zaréwno klasy |, jak i Il systematycznie narasta w odstepach 3 miesiecznych u
ponad 40% chorych obserwowanych ponad 1 rok [40]. Przeciwciata pojawiajg sie takze ,od
nowa” po przeszczepieniu nerki (dnDSA). Znaczenie klasy i Il przeciwciat anty HLA jest rézne.
Obecnos¢ preformowanych DSA klasy | oraz w wariancie de novo, wykazuje zwigzek z
wystepowaniem wczesnego ostrego odrzucania przeszczepu (< 3 miesigca po transplantacji),
co w przypadku duzego nasilenia tego procesu i jego humoralnego charakteru moze
skutkowac szybka utratg nerki. Przeciwciata klasy Il skierowane sg przeciwko antygenom DR,
DQ i DP, obecnym na komodrkach prezentujgcych antygeny, ktére mogg réwniez ulegaé
wzmozonej ekspresji po urazach pro-zapalnych takich jak uraz niedokrwienno — reperfuzyjny
i infekcja. Ich obecnos¢ (jako przeciwciat preformowanych) skutkuje dodatnim wynikiem
proby krzyzowej z komdrkami B (ang. B-cell positive cross-match), co nie wyklucza decyzji o
przeszczepieniu, choc istotnie zwieksza ryzyko immunologiczne tej procedury. Obecnos$é
dnDSA klasy Il, ktére mogg pojawiad sie stopniowo, pézno (po kilku latach) po transplantacji,
koreluje z rozwojem pdznego przewlektego odrzucania (cAMR) i przewlektej glomerulopatii,
stad majg one wpltyw na odlegte losy przeszczepu [32]. W wiekszosci DSA de novo po

przeszczepieniu nerki stanowig przeciwciatfa klasy Il, zwtaszcza anty- HLA DQ.

Zatem wystepowanie konkretnego fenotypu odrzucania z udziatem przeciwciat po

przeszczepieniu nerki jest determinowane przez czas, zakres odpowiedzi humoralnej oraz
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rozne cechy przeciwciat DSA. Te cechy to swoisto$¢ dla dawcy, klasa antygenéw ktdrych
dotyczg, sita przeciwciat, przewaga okreslonej podklasy IgG oraz zdolnos$¢ wigzania
dopetniacza (Ciq). Mozliwos$¢ oceny reakcji wigzania dopetniacza Ciq poprawita zdolnosé do
przewidywania fenotypdw odrzucania zaleznego od przeciwciat [31]. Przeciwciata specyficzne
dla dawcy wigzgce Ciq 3 zwigzane sg z ostrym odrzucaniem indukowanym przeciwciatami,
bardziej nasilonym uszkodzeniem przeszczepu (w ocenie histopatologicznej bardziej rozlegte
zapalenie, zapalenie mikrokrazenia, endarteritis, glomerulopatia przeszczepu oraz ztogi C4d)
oraz wczesniejszg jego utratg, podczas gdy przeciwciata specyficzne dla dawcy niewigzace Ciq
korelujg z subklinicznym lub przewlektym odrzucaniem indukowanym przeciwciatami i pdzna
utratg przeszczepu [93]. Patogennos¢ DSA rdézni sie w zaleznosci od profilu podklas
immunoglobulin 1gG ktérych dotycza, majg one bowiem rdine zdolnosci do aktywacji
dopetniacza i wigzania komorek efektorowych poprzez receptor Fc. Przeciwciata klasy | nalezg
gtéwnie do przeciwciat klasy 1gG1 oraz 1gG3 a klasy Il, 1gG2 oraz IgG4. Przeciwciata klasy 1gG3
sg czesto zwigzane z ostrym odrzucaniem indukowanym przez przeciwciata i ciezkim
uszkodzeniem przeszczepu, podczas gdy przeciwciata klasy 1gG4 niewigzace dopetniacza sg
bardziej skorelowane z subklinicznym lub przewlektym odrzucaniem i glomerulopatia

przeszczepu [94].

Stezenie DSA jest wyrazane jako posrednia warto$¢ MFI (ang. mean fluorescence intensity).
Jednak prosta korelacja miedzy ,sit3” DSA, a wynikiem klinicznym, nie zawsze jest
jednoznaczna. DSA o podobnej wartosci MFI nie zawsze aktywujg kaskade dopetniacza, co
wigze sie u czesci pacjentéw z brakiem nastepstw klinicznych w postaci dysfunkcji graftu.
Wystepowanie dnDSA po transplantacji jest obecnie uznawane za narzedzie do identyfikacji
pacjentéw zagrozonych odrzucaniem z udziatem przeciwciat cAMR i utratg przeszczepu. Nadal
nie jest jasne i jest przedmiotem dyskusji, czy odstep czasu od przeszczepienia do wystgpienia
dnDSA ma znaczenie kliniczne (ang. early vs late onset DSA) [29,95]. Lee i wsp. (2009) opisali,
Ze pacjenci rozwijajgcy dnDSA< 1 roku po transplantacji prezentowali gorsze wyniki w zakresie
10-letniego przezycia przeszczepu w poréwnaniu z pacjentami pézno wytwarzajgcymi dnDSA
(27 vs. 80%) [18]. Cioni i wsp. (2017) pordwnali grupy pacjentdw z niskim ryzykiem
immunologicznym i poréwnywalnymi czynnikami ryzyka, z wcze$nie wykrytym dnDSA< 1 roku
po transplantacji i pdznym ujawnieniem sie dnDSA> 1 roku, nie stwierdzajgc istotnej réznicy

w zakresie czestosci CAMR i czestosci utraty przeszczepu w 5-letniej obserwacji (p6zne cAMR
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u 47% pacjentow z grupy wczesnej vs 58% z grupy pdznej; utrata przeszczepu odpowiednio
20% vs 17%) [96]. W réznych publikacjach czesto$é wystepowanie dnDSA w 1 tym roku po
przeszczepieniu nerki jest szacowana na okoto 2-10% i zwieksza sie o 2% rocznie, osiggajac
okoto 10-40% w 4-5 roku po przeszczepieniu. Sredni czas pojawienia sie dnDSA wynosi 3,8-68
miesiecy po transplantacji [97-102]. Tak duzy rozrzut oby tych wskaznikdéw (czestosci i czasu)
pokazuje, ze dane na ten temat moga sie istotnie rézni¢ w zaleznosci od przyjetych kryteriéw.
W obecnym badaniu, wsrdéd pacjentéw grupy prospektywnej, w ciggu dwéch lat po
transplantacji 21% chorych wytworzyto przeciwciata dnDSA, w tym 25% klasy I, a 75% klasy
II. Natomiast w grupie retrospektywnej w ktérej przeciwciata dnDSA byly obecne u 100%
chorych, klasa | wystepowata w 28%, klasa Il u 52% przypadkéw, a w 21% przypadkdw

przeciwciata nalezaty do obydwu klas.

Przypisanie znaczenia klinicznego przeciwciatom DSA opiera sie na dwdch parametrach: -
wartosci MFl  oraz - zdolnosci wigzania dopetniacza (Ciq). Raportowane dane o klinicznym
znaczeniu progéw wartosci MFI wskazujg, ze wartosci < 5000 mogg by¢ uznawane za
nieistotne dla rokowania. W badaniu Steggerdy i wsp. (2017), z udziatem dzieci po
transplantacji nerki wykazano, ze obecnos¢ DSA o MFI w zakresie 2500-5000 nie wigzata sie z
potwierdzonymi w biopsji epizodami odrzucania przeszczepu, przy zakresie 5000-10000
wykazywano nieliczne epizody ostrego komdrkowego odrzucania i dopiero przy wartosciach
MFI >10000 wystepowaty liczne epizody odrzucania humoralnego [25]. W grupie
prospektywnej we wszystkich potwierdzonych przypadkach obecnosci przeciwciat, wartosé
MFI dnDSA byta nizsza od 3000. Warto$¢ wskaznika MFI DSA zostata wykorzystana do
stworzenia kalkulatora ryzyka (DSA-RIS; DSA-Representative Scoring System) oceniajgcego
prawdopodobienstwo wystgpienia humoralnego odrzucania u dzieci po transplantacji nerki,
w ktérym wartosci MFI w zakresie ,,stabym” (weak) czyli 2500-5000, ,,umiarkowanym” (5000-
10000) i ,,silnym” (>10000) poszczegdlnych wykrytych DSA (skierowanych przeciwko réznym
antygenom HLA) u jednego pacjenta sg przeliczane na punkty (2 punkty za ,stabe”, 5 za
»,umiarkowane” i 10 za ,silne”). Wartoscig progowa, przy ktorej przewidywane ryzyko
wystgpienia AMR przekraczato 90%, byto 217, niemniej wskazany trend (im wyzsza jest suma
punktéw, wyrazona jedng liczbg, tym wieksze jestryzyko wystgpienia humoralnego
odrzucania) jest logiczny dla praktyki klinicznej [26]. W obecnym badaniu mediana wartosci

tego wskaznika, wyliczonego u pacjentow dnDSA(+) z grupy prospektywnej wynosita 2, a u
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pacjentéow dnDSA(+) nalezgcych do grupy retrospektywnej wynosita 13. Nie poréwnywano
statystycznej istotnosci tej rdznicy ze wzgledu na rézne kryterium przynaleznosci do grupy
retrospektywnej (wszyscy pacjenci DSA+) i prospektywnej (wszyscy chorzy), niemniej réznica
numeryczna tych wartosci wskazuje na praktyczng przydatnosé obliczania takiego wskaznika
dla przewidywania ryzyka humoralnego odrzucania. O ile bowiem w grupie prospektywnej nie
obserwowano ani jednego przypadku humoralnego odrzucania, to u 66% chorych z grupy

retrospektwnej, u ktérych wykonano biopsje nerki — byto ono potwierdzone.

Trzeba podkresli¢, ze badania poszukujgce czutych i ,,wyprzedzajgcych” markerow ostrego
odrzucania wskazaty, iz klinicysci powinni zwraca¢ takze uwage na przypadki chorych
wykazujgcych nizsze wartosci MFI dnDSA rzedu 2500, bowiem juz przy tej wartosci pojawia sie
wyzsze stezenie Dd-CfDNA, czyli fragmentéw DNA dawcy przeszczepu, korelujgce z procesem
poznego humoralnego odrzucania [27]. Wynika z tego, ze wykrycie dnDSA nawet o niskim MFI
jest wskazaniem do regularnego monitorowania dynamiki potencjalnego wzrostu zaréwno ich
czestosci, jak i wartosci (MFI) u tego samego pacjentaito z wiekszg czestoscig, niz ,tradycyjne”

jeden raz w roku w pdzniejszych latach po transplantacji.

Drugim parametrem wyrdzniajgcym kliniczne znaczenie DSA jest zdolno$¢ wigzania
dopetniacza. Jest ona typowa dla przeciwciat klasy I. Yell i wsp. (2015) wykazali istotng
korelacje miedzy cechg Ciq+ DSA i wystepowaniem potwierdzonego w biopsji nerki
humoralnego odrzucania, niemniej istotne znaczenie tej cechy (Ciq+) pojawiato sie dopiero
wtedy, kiedy wartos¢ MFI przekraczata 7000 [31]. Sigurjonsdottir i wsp. (2022) badajgc 233
dzieci po transplantacji nerki wykazali, ze utrwalona (mimo préb swoistego leczenia) obecnos¢
DSA Ciq+ korelowata z utratg przeszczepu, przy czym mediana MFI wynosita 15357, co
potwierdza poprzednig informacje o dodatkowym znaczeniu wartos$ci MFI [105]. W obecnym
badaniu, u chorych z grupy prospektywnej, tylko w jednym przypadku przeciwciata wigzaty
sktadowg dopetniacza Ci4(dnDSA Ci4+), @ W pozostatych nie wykazywaty tej cechy. W swietle
tych informacji, status ryzyka pacjentéw nalezgcych do grupy prospektywnej u ktdrych dane
na temat MFI i Ciq byto dostepne nalezy uznaé za niski. W grupie tej potwierdzono biopsja
nerki 7 przypadkéw (18%) ostrego odrzucania, niemniej w zadnym przypadku proces ten nie
miat komponenty humoralnej. Niemniej, jednoczesnie wykazano, ze sama obecnos¢ dnDSA
byta zwigzana z 4.5 - krotnym ryzykiem obnizenia przesaczania ktebuszkowego o 230% w

czasie 2 -letniej obserwacji. Jedng z mozliwych przyczyn tego zjawiska moze by¢ wystepowanie
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subklinicznego przewlektego humoralnego odrzucania, gdzie na wczesnym etapie lokalnego
stanu zapalnego wewnatrz migzszu nerki, wykrywanego gtéwnie w biopsjach protokolarnych,
nie wystepujg na tyle wyrazne objawy dysfunkcji przeszczepu, by sktonié klinicyste do
wykonania biopsji (ze wskazan klinicznych) [106, 107]. Stad nie mozna wykluczy¢, ze gdyby w
tej grupie wykonywad regularnie biopsje protokolarne, potencjalnie mozna by zidentyfikowac
niejawne przypadki wczesnej fazy cAMR. Zagadnienie realnej przydatnosci biopsji
protokolarnych po transplantacji nerki jest przedmiotem kontrowersji [108]. Watpliwosci te
sg jeszcze bardziej nasilone u dzieci, zwtaszcza mtodszych, w kontekscie koniecznosci
wykonywania za kazdym razem znieczulenia ogdlnego celem bezpiecznego wykonania biopsji
oraz niejasnosci, czy wykrycie niewielkich zmian typu ,borderline” ma sktania¢ do nasilenia
immunosupresji. Zotta i wsp. (2018) wykonywali u dzieci biopsje protokolarne po 3, 6 i 12
miesigcach oraz po 5 latach od transplantacji nerki. Wykonano 155 biopsji do 3 miesigca, 125
po roku i 55 po 5 latach. Jak wykazano, wynik mniej niz 1/5 ogdlnej liczby biopsji wykonanych
do pierwszego roku po transplantacji wptynat na modyfikacje postepowania, natomiast wynik
zadnej z biopsji pdzniejszych go nie zmienit. W przewazajgcej czesci wczesnych biopsji obraz
nerki byt prawidtowy (66.4%) oraz stwierdzano zmiany graniczne (ang. borderline) (9%).
Wykryto 1 przypadek (0.8%) AMR (w biopsji po 1 roku). Dodatkowo, kiedy poréwnano
dynamike eGFR u chorych, u ktérych w oparciu o wynik biopsji protokolarnych
zmodyfikowano/lub nie zmodyfikowano immunosupresje, nie wykazano istotnych rdznic
[109]. W sumie, badanie to nie potwierdzito klinicznej przydatnosci wykonywania biopsji
protokolarnych u dzieci po transplantacji nerki. Z ekstrapolacji danych opublikowanych przez
Rush’a (2007) i (2019), oceniajacych przydatnos¢ kliniczng wczesnych biopsji protokolarnych
u chorych dorostych otrzymujgcych w immunosupresji takrolimus i MMF wynika, ze trzeba
wykonaé taka biopsje u > 10 pacjentdw, aby wychwycié¢ 1 przypadek subklinicznego ostrego

odrzucania [106, 110].

W praktyce Centrum Zdrowia Dziecka biopsje przeszczepionej nerki wykonywane sg tylko ze
wskazan klinicznych, cho¢ raportowana przez innych, potencjalna (ale rzadko wystepujaca),
korzys¢ kliniczna z biopsji protokolarnych wykonywanych w wybranych, pojedynczych
przypadkach moze by¢ postrzegana jako tzw. wartos¢ dodana do innych sposobdow

monitorowania chorych.
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Innym z mozliwych hipotetycznych wyjasnienn znaczenia obecnosci dnDSA dla pogorszenia
filtracji ktebuszkowej, mimo nieobecnosci jawnych objawéw cAMR, moze by¢ opisana przez
Fichtnera i wsp. (2021) wysoka czestos¢ wspotistnienia u tych samych chorych przeciwciat
anty-HLA (dnDSA) oraz przeciwciat non-HLA, takich jak przeciwciata przeciwko receptorowi
typu 1 dla angiotensyny Il (AT1R-Ab) lub receptorowi typu A dla endoteliny-1 (ETa R-Ab) [52].
Obecnos¢ tych przeciwciat jest obcigzajgca dla czynnosci przeszczepu, bowiem wywotuja
lokalny stan zapalny mediowany przez m.in. IL-18, ktdrej stezenie jest u takich chorych
podwyzszone. Jak wykazano w pracy Fichtnera, obecno$¢ takich przeciwciat koreluje z
odlegtym obnizeniem przesaczania kiebuszkowego o >30%, mimo ze nie rozwijajg oni
klasycznego, szybko postepujgcego cAMR, typowego dla obecnosci dnDSA o wysokim MFI. U
ok. potowy takich chorych mimo obecnosci przeciwciat non-HLA i przy pogorszeniu eGFR
(>30%) nie wykazywano w biopsji nerki cech odrzucania [52]. Podobna obserwacja zostata
opublikowana przez Pizzo i wsp. (2022), gdzie wykazano niekorzystny wptyw wykrywanych juz
przed transplantacjg przeciwciat non-HLA (anty-AT1R ab.) na czynno$¢ przeszczepu, nie
zawsze przektadajgcg sie na ostre odrzucanie [111]. Wykazywano takie znaczace
zréznicowanie destrukcyjnej sity sprawczej takich przeciwciat, opisujgc (obok przypadkow
znaczacego uszkodzenia przeszczepu) obecnos¢ tych przeciwciat (uznawanych wéwczas za
autoprzeciwciata) u zdrowych ludzi [112]. Przy obecnym stanie wiedzy monitorowanie
przeciwciat non-HLA powinno byé rutynowo wykonywane, o ile nieprospektywnie, to co
najmniej u chorych z niewyjasnionym inaczej, postepujgcym pogorszeniem czynnosci
przeszczepionej nerki [113]. W obecnej pracy nie badano chorych w kierunku przeciwciat non-
HLA, stad powyzsze hipotetyczne wyjasnienie nie moze by¢ potwierdzone wtasnymi danymi.
Niemniej obnizenie czynnosci przeszczepu w materiale wtasnym (w grupie prospektywnej,
dnDSA+) miato miejsce przede wszystkim w drugim roku obserwacji, kiedy narastata czestos¢

wystepowania dnDSA, co moze sugerowad rownolegte pojawianie sie przeciwciat non-HLA.

U 66% chorych z grupy retrospektywnej (gdzie obecnos¢ dnDSA potwierdzono w 100%
przypadkéw) w biopsji wykonanej ze wskazan klinicznych przy zastosowaniu kryteriéw Banff,
rozpoznano przewlekte humoralne odrzucenie (cCAMR). W 2 innych przypadkach (8%) w biopsji
wystepowata przewlekta glomerulopatia, ale mimo obecnosci dnDSA w surowicy obraz
patomorfologiczny nerki nie spetniat dodatkowych kryteriéw Banff [13,14]. W dalszej

obserwacji 41% chorych z tej grupy utracitfo czynnos¢ przeszczepu w czasie kolejnych 2 lat.
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Potwierdza to istotne znaczenie rozpoznania cAMR (przy obecnosci dnDSA) dla rokowania po
transplantacji nerki. W obszernej pracy Wiebe i wsp. (2017) obejmujacej 596 analizowanych
chorych dorostych, odsetek pdznej utraty przeszczepu u chorych dnDSA(+) z potwierdzonym
w biopsji aktywnym cAMR wynosit az 92% (a sama tylko obecnosé dnDSA podwyzszata to

ryzyko 3-krotnie) [56].

Niezaleznie od istotnych czynnikdw ryzyka immunologicznego, wptywajgcych na czestos$é
wystepowania DSA, takich jak nieoptymalny dobdér HLA, retransplantacja i (stymulujace
powstawanie przeciwciat) ostre odrzucanie przeszczepu, podstawowe znaczenie ma wybor
immunosupresji, jej nasilenie, typ metabolizmu podstawowych lekédw oraz jakosc
przestrzegania zalecen co do starannego i regularnego jej stosowania przez pacjenta.
Immunosupresja jest wstepnie dobierana do oszacowanego przed transplantacjg zakresu
ryzyka immunologicznego. U chorych wysokiego ryzyka immunologicznego, obok
immunosupresji podtrzymujacej (ang. maintenance immunosuppression) dodatkowo stosuje
sie indukcje opartg o podawanie lekéw biologicznych: - blokujaca (obecnie z zastosowaniem
bazyliksymabu) lub - deplecyjna (z zastosowaniem tymoglobuliny lub podobnych przeciwciat
poliklonalnych) [114, 115]. Indukcja ma za zadanie wzmocnienie immunosupresji
podstawowej, co jest osiggane albo poprzez blokowanie faricucha a receptora CDys dla IL-2,
obecnego na limfocytach T, skutkujgce hamowaniem aktywacji tych komérek mediowang
przez IL-2 (przeciwciato monoklonalne; bazyliksymab), albo poprzez wigzanie wielu réznych
receptoréow obecnych na limfocytach T i B, monocytach i makrofagach, skutkujgce lizg tych
komorek i ich deplecjg, czyli utrwalonym w czasie usunieciem ich z krazenia (przeciwciato
poliklonalne; tymoglobulina lub podobne) [116]. Efekt dziatania biologicznej indukcji na
docelowe komorki jest ograniczony w czasie. Wykazano, ze dziatanie monoklonalnego
przeciwciata blokujgcego — bazyliksymabu, utrzymuje sie przez ok. 2 miesigce od podania 2
dawek, [117] natomiast efekt dziatania farmakodynamicznego tymoglobuliny jest dtuzszy i w
zaleznosci od wysokosci dawki skumulowanej siega 6 - 12 miesiecy [118]. Tak, czy inaczej,
stosowanie tych lekéw u chorych wysokiego ryzyka stanowi dodatkowg ochrone w czasie,
kiedy najczesciej pojawiajg sie epizody ostrego odrzucania, ktdre mogg by¢ bodzcem do
uruchomienia pézniejszej odpowiedzi humoralnej. W wiekszosci przypadkdw u chorych
niskiego/sredniego ryzyka stosuje sie obecnie (to jest na przestrzeni ostatnich dwdch dekad)

tréjlekowg immunosupresje, na ktérg sktada sie takrolimus, mykofenolan mofetylu i
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prednizon, bez indukcji. Podstawg tej decyzji byly wyniki dwdch niezaleznych
randomizowanych badan u dzieci po transplantacji nerki, w ktérych nie wykazano korzysci
klinicznych zwigzanych z dodawaniem bazyliksymabu u chorych niskiego/sredniego ryzyka
immunologicznego [119, 120]. Od ponad dekady u chorych niskiego ryzyka bazyliksymab jest
stosowany gtoéwnie w przypadkach kwalifikowanych do wczesnego wycofania steroidéw, gdzie
dodawana jest indukcja blokujgca celem wzmocnienia immunosupresji w czasie usuniecia
prednizonu po 5 dniach od transplantacji [121,122]. Sktad podstawowej tréjlekowej
immunosupresji, stosowanej u dzieci po transplantacji nerki (bez towarzyszacej indukcji)
ewoluowat w czasie i przy pojawianiu sie (i zatwierdzeniu do stosowania) nowszych lekéw. |
tak z czasem, w zdecydowanej wiekszosci przypadkéw mykofenolan mofetylu zastgpit
azatiopryne, a takrolimus cyklosporyne [123]. Dawki i stezenia poszczegdlnych lekéw
stosowanych u dzieci i mtodziezy sg opisane w zasadach immunosupres;ji, jakie obowigzujg w
poszczegdlnych osrodkach, w tym m.in. w Centrum Zdrowia Dziecka [124]. W analizowanym
w obecnej pracy materiale klinicznym ryzyko immunologiczne (u pacjentéw obydwu grup)
oceniano na niskie lub srednie. Podstawg tej oceny byt rozktad antygendw HLA. Obecnos¢
ponad 3 z 6 niezgodnych antygendw HLA (czyli kryterium Sredniego ryzyka immunologicznego)
w obydwu grupach byfa poréwnywalna: wynosita 60% w grupie prospektywnej i 58% w grupie
retrospektywnej. Sumaryczne niezgodnosci wszystkich antygendw HLA A + B + DR nie roznity
sie istotnie statystycznie. Nie stosowano w immunosupresji indukcji lekami biologicznymi, a
jedynie podstawowe leki w schemacie tréjlekowym. Zdecydowana wiekszo$é chorych
otrzymywata kombinacje takrolimusu (TAC) (82% w grupie prospektywnej vs. 86% w grupie
retrospektywnej), mykofenolanu mofetylu (MMF) (97% w grupie prospektywnej vs 86% w
grupie retrospektywnej), oraz prednisonu (Pred) (100% w obu grupach), a podawanie innych
lekéw byto krétkotwate, bowiem uzywano ich do konwersji tylko przy dziataniach
niepozadanych lub nieskutecznosci lekdw podstawowych. Nie wykazano istotnych réznic w
rozktadzie podstawowych lekéw, to jest takrolimusu i mykofenolanu mofetylu (MMF),
stosowanych przez wiekszo$¢ czasu obserwacji w obu grupach. Mimo wieloletniego
doswiadczenia ze stosowaniem takich protokotéw, wobec faktu, ze przy podobnych zakresach
dawek i stezenia lekéw jedni chorzy, o podobnie ocenionym na wstepie profilu ryzyka, niemal
nigdy nie rozwijajg ostrego, ani przewlektego odrzucania, a u innych procesy te sg czeste i
skracajg przezycie przeszczepu — nadal nie jest jednoznacznie potwierdzone, jakie sg

uniwersalnie optymalne zakresy stezenia/dawkowania podstawowych lekéow w
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poszczegdlnych przedziatach czasu po transplantacji. Niewatpliwie nalezy je dobieraé
indywidualnie do przypadku, ale ustalenie optymalnych wartosci progowych zakresu stezenia
jest nadal przedmiotem badanin. Waskie okno terapeutyczne inhibitoréw kalcyneuryny jest
efektem niewielkiej réznicy miedzy stezeniem skutecznym i toksycznym. Jednym z powodow
dazenia do minimalizacji dawek/stezen byta obawa przed odlegta nefrotoksycznoscia tych
lekéw, uznawang ponad dekade temu za podstawowa przyczyne pdznej utraty czynnosci nerki
[82, 125]. Jak zawsze w transplantologii, wszelkie decyzje terapeutyczne sg obosieczne i
korzy$¢ z obnizenia ryzyka toksycznosci moze by¢ przewaziona zwiekszonym ryzykiem
nieskutecznosci lekéw. Z opublikowanych danych wynika, ze jednym z podstawowych i
waznych czynnikdéw, jakie mogg zahamowac powstawanie DSA jest odpowiednie stezenie
takrolimusu (TAC). Zakres tego stezenia, opisany w zaleceniach stosowanych w Centrum
Zdrowia Dziecka wynosi miedzy 5 i 12 ng/ml miedzy drugim i 6 miesigcem po transplantacji i
miedzy 5 i 10 ng/ml powyzej 6 miesigca, co jednak pozostawia spory margines wyboru dla
klinicysty [3]. Logiczne wydawatoby sie, ze im nizsze jest oszacowane ryzyko immunologiczne,
tym nizsze bedg dopuszczalne wartosci dolnego zakresu stezenia TAC. Jednym z dowodoéw na
taka zaleznosc jest wynik japonskiego badania (u chorych dorostych), w ktérym badang grupe
stanowili biorcy przeszczepu nerki pobranego od zywego spokrewnionego dawcy (Hiramitsu i
wsp. 2021), a podstawowym punktem koricowym oceny skutecznosci dawkowania
takrolimusu byta obecnos¢ dnDSA. Wykazano, ze mediana stezenia TAC Cou chorych, ktérzy
wytworzyli przeciwciata anty-HLA wynosita 3.69 ng/ml, w poréwnaniu do wartosci 4.88 ng/ml
u chorych dnDSA (-) [54]. Tak wiec w tym badaniu mediana skutecznej wartosci TAC Co byta
nizsza od 5 ng/ml, co nie jest zalecane w lokalnym protokole Centrum Zdrowia Dziecka, nawet
u chorych otrzymujgcych przeszczep od zywego dawcy. W innym badaniu (takze u chorych
dorostych o niskim ryzyku immunologicznym) z randomizacjg co do docelowego stezeniu leku,
wykazano, ze bezpiecznym progiem wartosci TAC Co ,,chronigcym” przed wytworzeniem
dnDSA byto 7 ng/ml. Zaden chory w tym badaniu, utrzymujacy trwale TAC Co> 7 mg/ml nie
wytworzyt przeciwciat [55]. Wyniki obecnego badania rowniez wskazaty na istotng zaleznos¢
miedzy stezeniem TAC Co, a sktonnoscig do wytwarzania dnDSA. Dotyczyto to chorych z grupy
prospektywnej, ale takze chorych ocenionych bez wzgledu na przynaleznos¢ do grupy
(prospektywnej/ retrospektywnej), natomiast podzielonych (dla celéw analizy) tylko pod
wzgledem obecnosci/nieobecnosci dsDSA. Po to, by jak najbardziej uwiarygodnic te analize,

uzyto do niej wszystkich dostepnych wynikéw stezenia TAC Co oznaczonych powyzej
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pierwszego miesigca po transplantacji u chorych z grupy prospektywnej (n=181) oraz
wszystkich dostepnych wynikéw stezenia TAC Co oznaczonych w czasie dwdch lat obserwacji
poprzedzajgcych wykrycie dnDSA w grupie retrospektywnej (n=145). Wykazano, ze w obrebie
grupy prospektywnej, mediana TAC Co u chorych dnDSA (-) byta istotnie wyzsza (7.9 ng/ml) w
poréwnaniu do chorych dnDSA (+) (7.1 ng/ml; p=0.0088). Wykazano takze,ze warto$¢ mediany
stezenia takrolimusu (TAC Co) w oznaczeniach pomiedzy 3. a 24. miesigcem po transplantacji
w grupie prospektywnej i w oznaczeniach w czasie dwodch lat poprzedzajgcych wytworzenie
dnDSA u pacjentow grupy retrospektywnej byta istotnie wyzsza w grupie prospektywne;j i
wynosita 7.3 vs 5.6 (p<0.0001). Przy poréwnaniu chorych dnDSA (-) i dnDSA (+) w catej
populacji takze wykazano istotng réznice wartosci TAC Co i wyzszg wartos¢ mediany u chorych
niewytwarzajacych tych przeciwciat (odpowiednio 7.4 vs 6.0 ng/ml; p<0.0001). Wynika stad
konkluzja, ze w ramach dopuszczalnego zaleceniami zakresu terapeutycznego TAC Co (tj. 5-10
ng/ml > 6 miesigca po transplantacji), po to, by zniwelowa¢ ryzyko pojawienia sie dnDSA,
nalezy utrzymywac te stezenia w gérnym trzecim kwartylu tego zakresu, czyli w okolicach 7.5-
8 ng/ml, a nie nizej. Oczywista jest koniecznos¢ monitorowania potencjalnych dziatan

niepozgdanych TAC i ewentualna korekcja dawki/stezenia w odpowiednich przypadkach.

Analizy takie, z poszukiwaniem progu stezenia TAC Co chronigcego przed rozwojem dnDSA
prowadzono dotad gtdwnie w populacjach chorych dorostych, stosujgc rézne formy takiej
oceny. Béland i wsp. (2017) poréwnywali stezenie TAC Co u chorych dorostych, ocenianych
prospektywnie pod wzgledem obecnosci dnDSA, w czasie 1, 2, 6, 12 miesiecy po transplantacji
nerki i nastepnie co 1 rok do konca obserwacji (i analizy). Oceniano stezenie TAC Cow dniu
oznaczania dnDSA. Wykazano, ze progiem stezenia TAC Co przy ktdrym nie wykryto dnDSA,
albo potwierdzona obecnos$¢ dnDSA nie spowodowata utraty przeszczepu (w dalszej
obserwacji) byto 6.3 ng/ml. Im nizsze byto stezenie TAC Co(w zakresie 5.3-6.3 oraz < 5.3 ng/ml),
tym istotnie czesciej pacjenci dnDSA(+) tracili przeszczep nerki w ciggu nastepnych 3 lat [57].
Podobny trend wykazano w obecnej pracy, bowiem 41% pacjentow z grupy retrospektywnej,
gdzie mediana TAC w oznaczeniach w czasie dwéch lat poprzedzajacych wytworzenie dnDSA
wynosita 5.6 ng/ml, utracito przeszczep w czasie 2,4 roku po zakorczeniu obserwacji. Agur i
wsp. (2022) poddali retrospektywnej ocenie znaczenie wielkosci TAC Co dla ryzyka utraty
przeszczepu nerki (w mechanizmie immunologicznym) u chorych dorostych w jeszcze inny

sposob. Podzielili zakres uzyskiwanych wartosci stezenia TAC Co w ciggu pierwszego roku po
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transplantacji na przedziaty: 3-4; 4.01-5; 5.01-6; 6.01-7 i 7.01-8.0 ng/ml oraz poddali ocenie
dtugos¢ czasu (w dniach) pozostawania TAC Co w kazdym z tych przedziatéw wartosci. Z tych
danych wynika, ze pozostawanie TAC Co< 6 ng/ml w czasie > 14 dni stanowi istotny czynnik
poéznej utraty przeszczepu nerki [53]. Davis i wsp. (2020) wykazali podobng zaleznosé, choc
przy innych wartosciach progowych. Opisali oni, ze istotnym czynnikiem rozwoju dnDSA byt
odsetek dtugosci czasu pozostawania stezenia TAC Co ponizej dolnego progu zalecanych w
danym okresie po transplantacji wartosci (w tym przypadku < 8 ng/mL). O ile tak byto przez
wiecej niz ok 40 % czasu obserwacji — to ryzyko wytworzenia dnDSA byto istotnie wyzsze [62].
Wiebe i wsp. (2017) oceniali wartos¢ progowego TAC Co u chorych (dorostych) niskiego ryzyka
immunologicznego, ktdrzy wytworzyli dnDSA (badanie byto prospektywne, z oznaczeniami
dnDSA w punkcie 0 oraz po 1, 2, 3, 12, 18 i 24 miesigcach od transplantacji), wykazujac, ze
Srednie wartosci stezenia leku w czasie powyzej 6 miesigca po transplantacji zawsze byty
istotnie wyzsze u chorych dnDSA (-) i siegaty 7 ng/ml. Dodatkowo wykazano, ze wsrdd chorych
0 wyzszym zakresie niedoboru (epletéw) HLA, ryzyko rozwoju dnDSA wzrastato istotnie co
kazde 0,7 ng/ml TAC Co wartosci ponizej zakresu zalecanego w danym okresie po
transplantacji. Pacjenci w tym badaniu, ktorzy wytworzyli dnDSA, istotnie czesciej wykazywali
stezenie TAC Co< 5 ng/ml w poréwnaniu z chorymi, ktdrzy nigdy nie wytworzyli dnDSA oraz
pacjenci dnDSA(+) wykazywali istotnie nizsze stezenie leku w czasie 6 miesiecy

poprzedzajgcych wykrycie dnDSA [56].

Wedtug réznych opublikowanych raportéw, jednym z parametrdow sprzyjajacych powstawaniu
dnDSA jest istotna zmiennos¢ stezenia takrolimusu we krwi w kolejnych oznaczeniach u tego
samego pacjenta, co m.in. miatoby byé takze posrednim dowodem na nieprzestrzeganie
zalecen co do regularnego przyjmowania lekéw immunosupresyjnych (ang. non-adherence)
[126]. Oczywiscie, przed interpretacjg wartosci tego wskaznika nalezy wykluczy¢ inne
medyczne przyczyny takiej zmiennosci, jak okresowe stosowanie innych lekéw, zmieniajgcych
szybkos¢ metabolizmu TAC w szlaku cytochromu P450 lub biegunke rotawirusowg [127 -131].
Innym jeszcze ttem wystepowania wysokiej zmiennosci stezenia leku jest okreslony genotyp
cytochromu p450 (CYP3A5) [132]. Na ogot za punkt odciecia przyjmuje sie warto$é tego
wskaznika 30%. Zjawisko to wystepuje zarowno wsrod mtodych oséb dorostych, jak i
niepetnoletniej miodziezy. W pracy Wiebe i wsp. (2017) (pacjenci w wieku dorostym)

wykazano, ze wskaznik zmiennosci stezenia TAC Co byt istotnie wyzszy u chorych dnDSA(+)
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(odpowiednio 39.6+13.5 vs 33.7+13.3; p=0.001). Wobec uznania przez autorow tego
parametru za dowdd na non-adherence, wykorzystano to pojecie do analizy wieloczynnikowe;j
ryzyka rozwoju dnDSA wykazujgc jego istotne znaczenie (ponad 4- krotne zwiekszenie ryzyka,
p<0.001) [56]. W pracy Rodrigo i wsp. (2016) wykazano, ze przekroczenie progu 30% wartosci
wskaznika zmiennosci TAC Co ponad 2.5 -krotnie zwieksza ryzyko rozwoju dnDSA [61]. Dane
opisujgce znaczenie zmiennosci stezenia takrolimusu pochodzg takie z osrodkow
transplantologii dzieciecej. Piburn i wsp. (2022) oceniali korelacje wystepowania zmiennosci
TAC Codla ryzyka wytwarzania dnDSA u dzieci i mtodocianych (Srednia wieku 13 lat), wykazujac
istotng réznice w jego wartosci (wyzszg wartos¢ u chorych dnDSA (+): 38% vs 25%; p<0.0001).
Najwyzsza warto$¢ wskaznika (>41%) korelowata z wytwarzaniem dnDSA Ciq (+) [133].
Solomon i wsp. (2020) wykazali, ze kazdy wzrost wartosci wskaznika zmiennos$ci TAC Co o
kolejne 10%, zwiekszato ryzyko wytworzenia dnDSA o 53% (p=0.048). Wykazano takze
znaczenie wieku chorych, bowiem zwiekszenie wieku o kazdy 1 rok byto w tej obserwacji
zwigzane z wzrostem ryzyka rozwoju dnDSA o 31% (p=0.03) [59]. Arassi i wsp. (2022) opisali
istotnos¢ zwigzku zmiennosci TAC Co u dzieci i mtodziezy i wystepowania dnDSA, zaréwno przy
zastosowaniu punktu odciecia 25% i 30%. Najwyzsze wartosci wskaznika nasilaty ryzyko

rozwoju dnDSA 3.5-krotnie [60].

W obecnym badaniu analiza zwigzku wartosci wskaznika zmiennosci stezenia Co TAC z
obecnoscig/nieobecnoscig dnDSA w grupie prospektywnej oparta byta na ocenie wartosci
wszystkich oznaczen Co TAC ze wszystkich dostepnych badan wykonywanych miedzy
pierwszym a 24 miesigcem po transplantacji. Analiza wartos$ci wspétczynnika zmiennosci TAC
Conie wykazata istotnej réznicy w jego zakresie miedzy pacjentami dnDSA (-) i dnDSA (+) grupy
prospektywnej (31 vs. 29; p = 0,56). Wartosci wskaznika jakie obserwowano byty zblizone do
,tradycyjnego” progu odciecia, czyli 30%, niemniej brak réznicy miedzy chorymi dnDSA (+) i
dnDSA(-) nie pozwala w obecnym badaniu na przyjecie tego wskaznika, jako przyczyny
powstawania przeciwciat. Poréwnano takze wartos¢ wspotczynnika zmiennosci stezenia leku
w okresie dwuletniej obserwacji w grupie retrospektywnej, wykazujac, ze wartos¢ ta, oceniana
w okresie dwdch lat poprzedzajgcych wytworzenie dnDSA byta numeratywnie wyzsza w
poréwnaniu do grupy prospektywnej (30 vs 23%), ale pozostawata tylko na granicy istotnosci
statystycznej (p=0.056). Mozna przypuszczaé, ze nieobecnosc¢ takiego wptywu zmiennosci

stezenia leku w badanej populacji wynika z wieku pacjentéw, w wiekszosci nie wchodzgcych
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jeszcze w typowy wiek ryzyka non-adherence, to jest powyzej 14-15 roku zycia (mediana

wieku, odpowiednio: 11.4 i 8.1 lat).

Dostepne sg inne dane, negujace bezposredni efekt zmiennosci stezenia Co TAC w czasie 3-
letniej obserwacji na rozwdj przewlektego humoralnego odrzucania. Sablik i wsp (2018) objeli
retrospektywnym badaniem 59 dorostych chorych z potwierdzonym przewlektym
humoralnym odrzucaniem (cAMR) i 189 chorych bez cAMR, nie wykazujgc miedzy nimi réznicy
w zakresie wartosci wskaznika zmiennosci TAC Co. Co prawda, obie te wartosci (po
usrednieniu) byly dosé niskie (24.4% vs 23.6%; p=0.47), niemniej w odrebnej analizie
wykazano, ze im wyzszy byt wskaznik zmiennosci, tym rokowanie (w grupie cAMR) — gorsze
[63]. Dotychczasowa dyskusja skupiata sie wokét rozwazan nad zwigzkami miedzy stezeniem i
zmiennoscig stezenia takrolimusu i wystepowaniem dnDSA po transplantacji. Jest to
uzasadnione mechanizmami dziatania takrolimusu, swoistymi dla hamowania produkcji
przeciwciat anty-HLA. Powstawanie limfocytéw B produkujgcych przeciwciata jest
stymulowane T-zalezng prezentacjg antygendw. Pomocnicze limfocyty T (ang. follicular T
helper; Tfh) s3 m.in. zaangazowane w transformacje naiwnych komérek B do wysoko
swoistych komérek pamieci (B) oraz do komérek plazmatycznych bezposrednio produkujacych
przeciwciata [134]. Takrolimus blokuje kalcyneuryne, wskutek czego w kilkuetapowym
mechanizmie hamuje transkrypcje interleukiny-2 (IL-2) oraz powstawanie i proliferacje

limfocytéw T, w tym Tfh, oraz hamuje dojrzewanie i aktywacje limfocytéw B [135-137].

Ztozony mechanizm takrolimusu wydaje sie wiec uzasadniaé rozwazanie jego podstawowej
roli w zapobieganiu odpowiedzi humoralnej po transplantacji narzagdowej. Niemniej, trzeba
podkresli¢, ze podstawowa immunosupresja jest tréjlekowa, stagd nalezy braé¢ pod uwage
mozliwos¢ skumulowanego wptywu trzech lekéw (takrolimusu, prekursora kwasu
mykofenolowego - MMF i steroidéw) na uktad immunologiczny, w tym zdolno$¢é produkcji
DSA. Kwas mykofenolowy (ang. mycophenolic acid; MPA), powstajacy z prekursora —
mykofenolanu mofetylu (MMF) takze ma zdolnos¢ hamowania proliferacji limfocytow B [138-
140]. Jedna z analiz oceny wptywu mykofenolanu mofetylu (stosowanego jak sktadnik
tréjlekowej immunosupresji) na produkcje przeciwciat anty-HLA po transplantacji nerki
wykazata, ze u pediatrycznych pacjentéw niskiego ryzyka immunologicznego, ktérzy
wytworzyli DSA, srednia dawka MMF byta istotnie nizsza (371vs 617 mg/m2/d,; p = 0.035), niz

u chorych dnDSA (-), i towarzyszyto temu istotne pogorszenie czynnosci przeszczepu nerki
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[64]. Dane na temat bezposredniego znaczenia obecnosci steroidow w trdjlekowej
immunosupresji dla ryzyka powstawania dnDSA nie sg jednoznaczne. W badaniu Hoshino i
wsp. (2012) wykazano, ze przy stosowaniu najnizszych dawek (< 10 mg prednisonu dziennie),
czesto$¢ wykrywania dnDSA istotnie wzrastata [65]. Relacji miedzy wielkoscig dawki, czy wrecz
samym faktem podawania steroidow, a podwyzszonym ryzykiem produkcji DSA przeczg dane
z badan ze stosowaniem schematéw bezsteroidowych, gdzie przy zachowaniu odpowiedniego
rezymu podawania pozostatych lekdw i trzymywania ich stezenia na wyznaczonym poziomie
(w tym takrolimusu) — czesto$¢ wykrywania dnDSA byta podobna do tej, jakg stwierdza sie u
chorych stale przyjmujacych steroidy (to jest < 25%) [66]. W badaniu Galault i wsp. (2017),
obejmujgcym dorostych chorych niskiego ryzyka immunologicznego, u ktérych odstawiano
steroidy, ich nieobecnos¢ nie zwiekszata czestosci wystepowania dnDSA pod warunkiem, ze
stezenie TAC Co przekraczato 7 ng/ml [55]. Chaudri iw sp. (2013) w randomizowanym badaniu
porownujgcym efekt eliminacji steroidéw w potransplantacyjnej immunosupresji u dzieci,
wykazali podobng czestos¢ wystepowania dnDSA (25%) niezaleznie od stosowania/wycofania

steroidow [92].

Jak dotad nie opublikowano wynikéw préb odniesienia skumulowanej sity kilkulekowe;j
immunosupresji do skutecznosci zapobiegania powstawaniu przeciwciat anty-HLA. Wyrazenie
takiej sity (skutecznosci) jednym parametrem nie jest oczywiste, wobec faktu, ze o ile
rutynowo oznaczane jest stezenie inhibitorow kalcyneuryny, oraz (nie rutynowo)- kwasu
mykofenolowego, o tyle nie oznacza sie stezenia metabolitéw prednizonu, wreszcie stezenia
lekéw sg stosowane do monitorowania sity dziatania konkretnego preparatu, a kojarzenie
lekéw ma pozwalaé na planowe obnizanie dawek (i stezenia) dla zmniejszenia toksycznosci
terapii. Niemniej stworzono taki wskaznik - skojarzonej sity kilkulekowej immunosupres;ji,
wyrazajacy jej dziatanie (wyliczone z wielkosci dawek) jedng liczbg. Pierwotnie zostat on
opisany przez Vasudeva i wsp. (2005) i stuzyt prébom analizy korelacji miedzy sita
immunosupresji, a ryzykiem zakazenia Polyoma BKV i wtdrnie rozwoju swoistej nefropatii o
tej etiologii (BKVN) [67]. Wiadomo, ze podstawowym zaleceniem terapeutycznym w
przebiegu BKVN jest planowe ograniczenie sity immunosupresji, stgd powstata potrzeba
opracowania tego wskaznika [141]. WskazZnik zostat pierwotnie opracowany i uzyty do analiz
u chorych dorostych, ale pdiniej byt zmodyfikowany dla potrzeb pediatrycznych, poprzez

odniesienie poszczegdlnych wartosci do wielkosci powierzchni ciata. Jego koncowa warto$é
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(suma sity dziatania poszczegdlnych lekéw) jest wyrazona jedng liczbg [68]. W obecnym
badaniu pierwotnie poréwnano wartosci wskaznika skumulowanej sity immunosupresji wg
(Vasudeva) w grupie retrospektywnej, w okresie poprzedzajgcym wykrycie dnDSA. Wykazano,
ze wartosci wystepujgce 2 lata po transplantacji byly istotnie wyzisze od wartosci
wystepujgcych w momencie wykrycia dnDSA (5.1 vs 4.3 p <0.0001), co logicznie potwierdza
stopniowe zmniejszanie sie sity skumulowanej immunosupresji wraz z uptywem czasu po
przeszczepieniu oraz wskazuje, ze przekroczenie pewnego ,progu minimum” skutkowato
powstaniem przeciwciat. Podobnie, w grupie prospektywnej wykazano, ze wartosci wskaznika
Vasudeva po uptywie 1 roku od transplantacji byty istotnie wyzsze, niz po 2 latach (6.2 vs 5.2;
p= 0.0004). Poréwnano takze wartos¢ tego wskaznika u wszystkich chorych DSA (+) (z obu
grup) i chorych DSA (-). W grupie chorych dnDSA (-) uzyto do analizy wskaznik Vasudeva
wyliczony po roku i dwdch latach od transplantacji, a w grupie pacjentéw z dnDSA (+)
wyliczony na dwa lata, na 1 rok przed wykryciem dnDSA oraz w momencie wykrycia dnDSA.
Ze wzgledu na rdézny czas obserwacji nie porownywano tych parametrow miedzy grupami. Za
to wykazano, ze zmiennos$¢ wskaznika Vasudeva w grupie pacjentéw, ktorzy nie wytworzyli
dnDSA, byta mniejsza (10% vs 13%) w grupie pacjentéw dnDSA (+), niemniej rdznica ta nie byta
istotna statystycznie. Sugeruje to, ze u pacjentéw ktdrzy nie wytworzyli przeciwciat, rzadziej
dochodzito do zmian dawkowania lekéw immunosupresyjnych, czyli — oznacza to posrednio,
(cho¢ réznica byta tylko numeryczna), ze wykazywali sie oni bardziej stabilnymi
stezeniami/dobra tolerancjg lekéw. Dane zwigzane z wyliczeniem wskaznika Vasudeva nie
dajg sie poréwnac z wynikami innych autoréw, bo nie stosowano dotad tego parametru do
oceny pobudzenia immunologicznego (wyrazonego jako produkcja dnDSA), czy do oceny
ryzyka utraty przeszczepu nerki. Przyblizona, szacunkowa dolna wartos¢ ,,progowa” wskaznika
Vasudeva, jaka miataby zapobiega¢ powstawaniu dnDSA, wyliczana po uptywie co najmniej 2
lat po transplantacji, miesci sie prawdopodobnie w przedziale 4.5- 5.5, ale petna weryfikacja
wiarygodnos$ci tej zaleznosci wymagataby wieloletniego badania prospektywnego, z
zaangazowaniem znacznie wiekszej liczby grupy chorych, regularnie badanych pod katem

obecnosci dnDSA.
Ograniczenia niniejszej pracy oraz wynikajace z jej wynikdw wartosci praktyczne

Ograniczenia obecnej pracy sg nastepujace:
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- niedostepnos¢ szczegdétowych badan oceniajgcych MFI dnDSA oraz ich zdolnos¢ wigzania
dopetniacza (Cig+ ) W grupie retrospektywnej, w ktdrej badania wykonywano kilka lat temu

(kiedy badania te nie byty mozliwe),

- relatywnie niewielka liczebnos¢ grupy prospektywnej i limitowany do 2 lat czas jej
obserwacji, co byto efektem (relatywnie) niewielkiej liczby transplantacji nerki u dzieci/rocznie
oraz byto limitowane wysokoscig budzetu (grantu wewnetrznego IP-CZD S-150)

ukierunkowanego na powtarzane oznaczenia dnDSA (liczba badan limitowana funduszami),

- brak mozliwosci wykonywania badan w kierunku obecnosci przeciwciat non-HLA, limitowany

takze wysokoscig grantu naukowego,

Do wartosci praktycznych nalezy zaliczyé udokumentowanie trzech waznych elementéw

postepowania klinicznego u dzieci po transplantacji nerki:

- wykazanie, ze takze u chorych niskiego ryzyka immunologicznego konieczne jest regularne,
protokolarne monitorowanie obecnosci przeciwciat anty-HLA (dnDSA), bowiem pojawiaj3 sie
one z regularnie zwiekszajgcg sie czestoscig w miare uptywu czasu po transplantacji; ich
regularne monitorowanie powinno by¢ w petni dostepng i refundowang praktyka kliniczng, a

nie tylko przedmiotem badan naukowych

- potwierdzenie, ze sposrdd sktadowych tréjlekowej immunosupresji, najwazniejsze znaczenie

ochronne przed wytwarzaniem dnDSA ma takrolimus, a nie inne leki

- wykazanie, ze u chorych niskiego ryzyka immunologicznego, w tym pacjentéw nie
wykazujgcych cech nieprzestrzegania zalecen (non-adherence), stezenie Co takrolimusu w
odlegtym okresie po transplantacji powinno (o ile to tylko mozliwe z powodu ograniczen
wynikajgcych z toksycznosci leku) pozostawac na poziomie miedzy 7-8 ng/ml, czyli w trzecim
kwartylu zakresu zalecanego przez ogélne rekomendacje co do schematéw immunosupresji,

bowiem takie postepowanie moze zapobiegac¢ powstawaniu dnDSA.
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Immunosupresja

Tabela 28. Grupa prospektywna -

w [=)] o0 ) ™~ [=)] ) u = = m [=)] ™~ ™~ u [=)]
1bejue|dsuen I YY) =0 ITeY IS NS [N S T uy | o | ] o
u m
od "sa1W §Z ASPNSEA B[S
w ) [=)] ™~ m w o0 L o0 ™~ [=)] o0 ) w ™~ ™~ ) m
ibejueidsuen) g g| Al ©| ©f w $\ <| ~| O] | | | e W] |
od "sa1W ZT ASPNSEA BB)S
o m ™~ — ) o0 = ) = o0 ™~ ™~ w o ) ™~ ™~ m
iheyueidsuen) = | < < ol o o = ~| S| S| ] = 7| | = 5|
- - - - - - - - - -
od 'salw T Aapnsep B|eyS
neadoud (%) po| R § B R K| G || R & ] 5| & 2 8 S| 9 8 &
o] O O] o] O] ©f O] ©| O] O] O] o] O] ©f O] ©| O] ©
w ™~ ™~ ™~ — o ™~ m o0 ™~ ™~ [=)] — — o~ [=)] ™~ [Fp]
njesdoid yazdrs euBIPIN| 5| &S| | O] mi| o = ~| 9] ¥ ]| N & o N ]| ¢ ~
- - - -
m o0 w o o ™~ o = o w [=)] o0 m w m o0
ibejuedsuen) & < < & ol o g| ~| g v o <| ~| o I O
od 'saupz njesdoad auazals
= o — =t w o ™~ w o — o~ o m ™~ o0 [=))]
1bejuedsueny| o5 g| ©| | «| &| 0| | gl @ uy ol N ¢ < ¢
od 'sanugt njesdoad auazals
= ™~ m — o ) o ) o m w o m [=)] ) ) ™~ o
ibejueidsuen) o 5| o ~ ~[ el g S| @ W] O | | o] ~[ o N[ <
od 'senuz 1 njesdoad auazals
[=)] [=)] ™~ — =t o0 m ™~ ) — ™~ o o0 o o0 w ) ~
ibeuedsueny) o & &l 5| = < < o | g | = S s e R
-
od 'sajwg njesdoid suazais
™~ o0 ) ™~ o0 w =t o ) m m = [=)] m ~ — ) o0
ibeyuedsuen) 5 | & oo | oo | T &S] oo ~| S| & T | o
- - -
od 'sajwg njesdoid suazais
) [=)] [=)] ™~ w ™~ — =t ™~ o0 o0 = ™~ w w ) ™~ w
ibeedsuens) o o = o3 N o N N & o ~ = | e | @
- - - - -
od 'sajwt njesdoid suazails
al S| S| 8 & & 5 8 8| 2| 2| & B 4 B S & 2R
- - - - - - - - - - - - - - - - - -

105




[X=] o0 =t [=)] o M~ — [X=] [=)] o o0 [Sa] — [X=] o0 =t =t
ibeedsuen| 5| & o~ o~ < o | o & «©| F 5| © o
od 'sajw 7 Aepnsep e[e)§
M~ [Sa] [as] < M~ M~ =2} =2} — (Y=} s} — — — o0 [=)] M~ M~ [as] L
1 !39 ue Id sue} o~ ol =~ s G N S.. DS S I Iy [ < ¢
od 'sajw ZT Aspnsep e[e)§
o0 ™~ o =t ™~ L [=)] — [=)] =2} [=2] =2} M~ [X=] — [=)] M~ [Sa] M~ M~
!!39 1ue|dsue 11 ~ 00“ 00“ D“ LI")“ ‘_'-. I""': — I""': m“ oo-. D-. I_I‘_’-. D-- —l 00“ q_-. D..
— — — — — — — — —
od "sajw T Aspnsep e[e)§
=2} M~ o0 M~ —l =] [T ™~ = [=)} ™ — [=)] = o~ =~ [X=] L
njesfoud (%) po| B S| & T W S I € A ] A @ 2 A ] A A2 AR
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
nies8oud uazdis euelipa o My e Gy S o) st qf NS v ) 9 9f o9 ) o M| ay
J‘ Uazay -p ] ﬁ M~ =2} [X=] [X=] M~ m g M~ [X=] [X=] [X=] [X=] M~ M~ M~ o o o0 o0
= [Sa] [Sa] < ™~ [X=] [Sa] M~ =2} [Sa] [=)] [=)] [Sa] ™~ = — ™~
!!gglugldsug 11 m-. ~ o o o m-. e R I It I I I RN R R I
od sz njesdoad suazdg
= [X=] — — =t [=)] = [X=] [=2] [=)] =2} [=)] [X=] [Sa] [X=] [=)] [=)] o0
1bejuejdsueny SH “‘_."’H = = A EH e S T (S Y e B R [
od 'sanugt njesdoad suazdg
= [=)] — M~ [Sa] =2} = M~ o0 [X=] [X=] = =t — =t =] = ™~ [an] =t
1 !39 e Id sueJ} E-. < o & ¢ ¢ E-. aloel w S e < o o a-. v a-. =
od 'sajuz1 njesdoad suazdg
| w| | o] m| A n]|] A | | 0| | | | ] o A 0| | N
!!gglugldsug il = & :::-. al o~ o m-. ol o] o ~ | sl ol S o5 o
od 'sejwg njeidoid auazdg
M~ [Sa] M~ [Sa] [Sa] [Sa] o [=)] M~ — (Y=} =2} [Sa] — [Sa] M~ =2} M~ [=)] ™~
!!‘.‘JE].UE'dSUE | o i IR I R RN =~ s S S e ~ —
— —
od 'sejwg njeisdoid auazdg
onf 0 Al Nl | —| o —| ] ~| o] w| | N ~] | n] o | -
1 !ae 1ue|dsue 1| P T I ) IR [ I =~ ol < S o] el ] N
— — — — — — — — —
od 'sejwt njeidoid suazdg
—l Il [ag] L [X=] M~ o0 [=)] [} [an) [Ta] M~ =2} L=} =~ [T L=}
al §1 8 9888888885888 FEFES

106




Immunosupresja

Tabela 29 Grupa retrospektywna -
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