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Introducere

Transplantul renal reprezinti metoda optima de tratament substitutiv a functiei renale la
pacientii cu boala cronica de rinichi in stadiul final, fiind superioard dializei cronice in termeni
de calitate a viefii, supravietuire si cost-eficientd [1,2]. Progresul medical inregistrat in
transplantul renal a condus la o crestere semnificativi a supravietuirii grefei renale pe termen
scurt si la o imbunatatire a acesteia pe termen lung [3]. Rata de supravietuire a grefei la 10 ani
de la momentul transplantului a crescut de la 40.8% la 51% in cazul grefelor provenite de la
donator cadavru si de la 55.2% la 69% in cazul grefelor provenite de la donator viu, in perioada
1995-2010 [4,5]. S-a observat un trend descendent si in cazul pierderii grefelor renale excluzand
decesul cu grefa functionald, pani la 23.5% pentru transplantul de la donator cadavru, respectiv
16% pentru cel de la donator viu [4,5]. In Romania, tratamentul de substitutie al functiei renale
se bazeazi majoritar pe hemodializa, comparativ cu media europeand, dar transplantul renal a
inregistrat o ascensiune semnificativa [6]. Conform Agentiei Nationale de Transplant, intre anii
2005 si 2019, in Romania au fost efectuate 3303 transplanturi renale, in majoritatea cazurilor
(61.6%) grefele provenind de la donatori cadavru si in numai 38.4% de la donatori in viati [7].

in pofida cresterii semnificative a supravietuirii grefei pe termen scurt, imbunitatirea
supraviefuirii pe termen lung raméne o provocare[3). Principalul factor de risc imunologic care
limiteaza succesul transplantului renal pe termen lung este reprezentat de rejetul mediat umoral
[8]. In decursul timpului, anticorpii direcfionati impotriva moleculelor complexului major de
histocompatibilitate (Ac anti-HLA) au fost considerati singurii factori de risc responsabili pentru
aparitia formelor de rejet mediat umoral. insi, in ultimele doui decade a inceput si fie
recunoscutd importanta anticorpilor directionati impotriva unor antigene care nu aparfin
complexului major de histocompatibilitate, denumiti Ac non-HLA [9-11]. Dintre acestia, Ac
anti-RTt1ATn au produs cel mai mare interes in domeniul transplantului renal [10,12]. Prevalenta
acestora variaza intre 2.1% si 59% [12]. Mecanismele fiziopatologice incomplet cunoscute prin
care opereazd acesti anticorpi in injuria grefei, dovezile limitate, uneori contradictorii, legate de
epidemiologie, metodele de detectie, asocierea cu fenotipuri diferite de rejet si functia grefei,
obfinute din studiile anterioare au lasat neclarificats importania acestor anticorpi la pacientii

transplantai renal si au limitat utilizarea lor de rutina in practica medicali curenta [12].
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Lipsa datelor cu privire la rata de rejet, functia si supravietuirea grefei pe termen scurt i
lung la populatia de pacienti transplantati renal din Roménia, importanta actual# a subiectului,
impreuna cu rezultatele contradictorii din literaturd privind rolul Ac anti-RT1ATy in transplantul
renal au stat la baza motivatiei alegerii temei de cercetare. Formularea ipotezei de cercetare a
luat in considerare unele din observatiile reliefate in studiile anterioare, dar a fost adaptata
populatiei studiate si practicii centrului de transplant de unde au fost recrutafi pacientii inclusi
in studiul doctoral. Pe baza aspectelor mentionate, in cadrul cercetérii doctorale ne-am propus
sa evaluim pentru prima dati prezenta si importanta Ac anti-RT AT pe un esantion de pacienti
transplantati renal, intr-unul din cele mai mari centre de transplant din Romania si sd aducem o
contributie in domeniu, oferind un raspuns la o parte din incertitudinile semnalate in studiile
anterioare.

in partea generali a lucririi doctorale au fost punctate principalele aspecte de interes din
domeniul abordat, sub forma unei sinteze actualizate, fiind descrise notiuni generale despre
receptorul tip 1 al angiotensinei II (RT1ATi) si Ac anti-RT ATy in transplantul renal,
potentialele mecanisme fiziopatologice prin care anticorpii produc injuria grefei renale si
incadrarea fenotipurilor histologice de rejet in prezenta acestor anticorpi. Nu in ultimul rénd, au
fost expuse date epidemiologice privind functia si supravietuirea grefei sub influenta acestor
anticorpi. Partea speciald a cercetérii doctorale a fost structuratd in 2 studii. Primul studiu si-a
propus si abordeze aspectele epidemiologice ale Ac anti-RT1ATy pre- si post-transplant, s
ofere 0 imagine in dinamica a evolutiei acestor anticorpi si si stabileascd o potentiala relatie de
cauzalitate cu Ac anti-HLA, pe o populatie de pacienti cu risc imunologic relativ redus. De
asemenea, in cadrul primului studiu au fost evaluati factorii de risc asociati cu prezenta Ac anti-
RT ATy, impreund cu capacitatea lor prognosticd. Cel de al doilea studiu s-a focalizat pe
evaluarea aspectelor histopatologice in contextul rejetului mediat umoral $i a rolului prognostic

al Ac anti-RT)ATy asupra functiei §i supravietuirii grefei renale.
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Metodologia generali a cercetirii

1. Tipul studiului si populatia studiata

Pentru evaluarea obiectivelor a fost realizat un studiu prospectiv, observational,
unicentric, in care au fost inclusi 67 de pacienti adulti transplantati renal consecutiv in perioada
I octombrie 2018- 1 octombrie 2019, in Centrul de Uronefrologie si Transplant Renal al
Institutului Clinic Fundeni. Perioada de urmarire a fost cuprinsa intre 1 octombrie 2018 si 1
aprilie 2021. Criteriile de excludere au fost reprezentate de varsta < 18 ani, prezenta

contraindicatiilor absolute pentru transplant si non-complianta la protocolul de studiu(Figura

1).

Inrolare Pacienhi evaluati pentru eligibilitate
I octombrie 2018- |octombrie 2019 (n=169)

Pacieni exclusi (n= 2)
*  Nuau indephnit criternle de
ncludere legate de viarsti (n=2)

v

Urmiirive

Pacienti inclusi in
stuchu (n= 67)

A 4

Pierdere grefi (n= 5)

v

Pacienti rimasi la finalul

perioadel de urmérire

[ Final perioada urmirire ]
{n=062)

Figura 1. Diagrami privind inrolarea, includerea si urmirirea pacientilor

2. Sursa si colectarea datelor
Colectarea datelor la momentul transplantului si post-transplant, pe parcursul perioadei de

urmarire, s-a realizat din foile de observatie, dosarele de transplant ale pacientilor si din sistemul

informatic Hipocrat,
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Variabilele de interes in cadrul temei de doctorat au fost divizate in 4 categorii:
e  Variabile asociate primitorului
¢ Variabile asociate donatorului
* Variabile asociate transplantului

e Variabile legate de complicatii

3. Protocol si definitii

Etapa premergitoare transplantului a presupus testarea compatibilitétii intre primitor §i
donator prin determinarea grupului sangvin ABO, testarea crossmatch-ului prin metoda
Luminex, tipizarea sistemului HLA si a anticorpilor citotoxici. Pe parcursul perioadei de
urmdrire au fost efectuate evaludri clinice, paraclinice de laborator §i imagistice la intervale
regulate de timp, conform protocolului centrului de transplant. In cadrul protocolului de studiu
au fost cuantificate datele clinice si paraclinice obtinute la momentul transplantului si ulterior
la 1,3, 6,12, 18 si 24 de luni post-transplant, in functie de perioada individuala de urmarire a

fiecérui pacient (Figura 2).

Momentul transplantuluf Sfirgitul perloadei de urmirire

Pacienti Inclusi in studio Evaluare clioled, blologica, lmunologica de rutina conform protocelulul centrulul de transplant
{n=67) Evaluare indicajie biopsie de grefd
Determinare Ac anty-RT ;AT Ia momeniul blopsiel

Yariabiti
| I 1 [ 1 I I 1 1 [

1lund i Bluni  Aluni Shuni Bl Oluni 18luni  24luni  30luni

Delrtanivate Ly anl

Determinare Ac anli
L IFRLIN

RT ATy

Pre-transplant Post-transplant

Pericada de urmarire

Figura 2. Diagrama protocolului de studiu

Evaluarea functiei grefei s-a realizat prin determinarea creatininei serice §i estimarea ratei
de filtrare glomerulari pe baza acesteia, utilizindu-se formula Modification of Diet in Renal

Disease (MDRD). Functia intirziata a grefei a fost definitd ca disfunctie a grefei apéruta in
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primele 7 zile post-transplant ce a necesitat temporar hemodializi. Pierderea grefei s-a definit
ca scdderea ireversibild a RFGe < 15ml/min/1.73m?, oricand de la momentul transplantului, ce
a impus introducerea pacientului in program cronic de hemodializi sau re-transplant. Rejetul a
fost definit si clasificat conform criteriilor Banff 2017 pe baza parametrilor histopatologici si
serologici [13]. Mortalitatea a fost definita ca orice deces survenit pe parcursul pericadei de
urmdrire.

in evaluarea indicatiei de biopsie a grefei s-au luat in considerare cresteri inexplicabile ale
creatininei serice > 25% fata de valoarea iniiald, modificiri cu debut spontan sau persistente
ale markerilor de leziune ai rinichiului (hematurie, proteinurie) sau dezvoltarea unor sindroame

renale.

4. Determinarea Ac anti-HLA si anti-RTIATn

Testarea Ac anti-HLA s-a realizat pentru toti pacientii la momentul transplantului si pe
parcursul perioadei de urmarire la intervale regulate, utilizind detectia bazata pe tehnica
Luminex.

Testarea Ac anti-RTiATy s-a realizat anterior implantarii grefei pentru toti pacientii
inclusi in studiu, in dinamici la interval de 12 luni post-transplant pentru cei care aveau grefa
functionala la acel moment si la cei cu indicatie de biopsie. Pentru identificarea $i masurarea Ac
anti-RT1ATu s-a folosit un kit ELISA cantitativ (Celltrend, Luckenwalde, Germany), iar pragul

de pozitivitate ales pentru detectie a fost > 10 U/ml.

5. Analiza statistici

Variabilele continue parametrice au fost exprimate ca medie si deviatie standard, cele
continue non-parametrice ca mediana si interval interquartile, in timp ce variabilele categorice
au fost descrise ca procent. Analiza comparativa a variabilelor s-a realizat cu ajutorul testului t
student in cazul variabilelor continue parametrice, testului Mann-Whitney U in cazul celor
continue non-paramaetrice, testului Wilcoxon atunci cind s-au comparat valori ale variabilelor
continue in cadrul aceluiasi grup la momente diferite i testul hi-patrat pentru variabile
categorice. Analiza de corelatie bivariatd realizatd cu ajutorul testelor Spearman si Pearson
(inclusiv varianta Point Biserial Correlation) pentru identificarea variabilelor asociate cu Ac

anti-RT1ATy preformati. Analiza de regresie logistica binara a fost utilizats pentru identificarea
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determinantilor clinico-biologici asociati cu dezvoltarea Ac anti-RT;ATy post-transplant.
Pentru testarea capacititii de predictie individuald a Ac anti-RT1ATn asupra functiei grefei la
diferite intervale de timp au fost create modele de regresie liniard. Analiza de regresie tip Cox a
fost folosita pentru identificarea factorilor de risc asociati cu pierderea grefei. Pentru ilustrarea
ratei de supravietuire a grefei au fost utilizate curbele Kaplan-Meier, iar pentru compararea
ratelor de supravietuire intre doud grupuri diferite s-a folosit testul Log-Rank. Valoarea p-ului
< .05 a fost considerata semnificativa statistic.

Analiza statistica §i reprezentarea graficd a variabilelor a fost realizati cu ajutorul
programelor SPSS versiunea 26.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA), Stata versiunea 14
(Statistical Software 14. College Station, TX: StataCorp LLC) si GraphPad Prism versiunea 9
(© 1995-2021 GraphPad Software, LLC).
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Studiul I: Incidenta, dinamica si factorii de risc asociati anticorpilor anti-
receptor tip 1 al angiotensinei IT

1.0biective

* Analiza incidentei Ac anti-RTIATy pre-transplant (preformati) si post-transplant
(persistenti si de novo) la 12 luni.

¢ Evaluarea dinamicii Ac anti-RT1ATy pe parcursul perioadei de urmirire si a relatiei cu
Ac anti-HLA.

 Analiza factorilor de risc asociati cu dezvoltarea Ac anti-RT ATy

2, Material i metoda

In acest studiu prospectiv, observational, de tip cohortd au fost inclusi toti cei 67 de
pacienfi adulti transplantati in perioada 1 octombrie 2018- 1 octombrie 2019, in Centrul de
Chirurgie Urologici si Transplant Renal, din cadrul Institutului Clinic Fundeni, urmariti pentru
o perioadd mediand de 23.5 luni (21.0-27.5).

Pentru analiza parametrilor asociati cu prezenta Ac anti-RT)ATy preformati, lotul a fost
divizat in functie de prezenta sau absenta acestora. De asemenea, pentru analiza descriptiva, dar
si pentru identificarea factorilor de risc, lotul de pacienti a fost divizat in functie de statusul Ac
anti-RT1ATy post-transplant (categorie generald) si ulterior in mod specific in functie de
statusul Ac anti-RT1ATy formati de novo. La analiza comparativa s-a utilizat testul hi-patrat
pentru variabilele categorice, testul t-student pentru cele continue parametrice si testul Mann-
Whitney-U pentru cele continue non-parametrice.

Analiza de identificare a variabilelor asociate cu prezenta Ac anti-RT|AT) preformati s-a
rezumat la efectuarea unei analize de corelatie bivariats, avand in vedere strangerea datelor la
acelagi moment. Au fost selectate variabilele pre-transplant ale primitorului si au fost corelate
cu titrul de Ac anti-RT1ATn preformati. Variabila reprezentata de titrul de Ac anti-RT|ATh a
fost continua non-parametrica, astfel s-a folosit testul Spearman pentru corelatiile cu variabilele
continue §i point biserial correlation (Pearson) pentru a analiza asocierea cu variabile categorice.
Coeficientul de corelatie a fost raportat ca r, fiind considerati o corelatie slaba la o valoare r <

0.3, moderata la valoare cuprinsi intre 0.3-0.7 si puternici la > 0.7.
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Analiza identificarii factorilor de risc pentru Ac anti-RT) ATy formati post-transplant §i in mod
distinct, de novo, s-a bazat pe analiza de regresie logistica univariatd si multivariata. in
construirea modelului de regresie logistic#, variabila dependentd binard a fost reprezentatd de
Ac anti-RT ATy post-transplant in primul model si Ac anti-RT1ATu post-transplant de novo In
cel de al doilea model, iar variabilele independente au constat in tofi parametrii care au avut un
p<0.15 la analiza comparativd intre subgrupuri. in etapa de analizi multivariata a fost
incorporatd metoda de selectie Backward. Pentru a arita puterea de predictie a factorilor de risc,
s-a realizat o analiz& de probabilitate, rezultatele fiind exprimate ca sensibilitate, specificitate,
likelihood ratio pozitiv (LR+), likelihood ratio negativ (LR-), valoare predictiva pozitiva

(VPP+), valoare predictiva negativa (VPN -) si acuratete.

3. Rezultate

3.1. Caracteristicile generale ale pacientilor studiati

Caracteristicile generale ale lotului studiat sunt descrise in Tabelul I. Cei 67 de pacienti
inclusi in studiu au avut o vérstd medie de 41.3+10.3 ani, genul masculin a fost majoritar (59.7%
vs 40.3%), iar valoarea medie a IMC-ului (23.1+ 3.0 kg/m?) a catalogat pacientii ca fiind
normoponderali. Principala etiologie identificati a bolii cronice de rinichi a fost reprezentata de
glomerulopatii (26.9%). Principala metodd de substitutie a functiei renale utilizatd anterior
transplantului a fost HD (82.1%). Privitor la comorbidititi, 92.5% dintre pacienti erau
hipertensivi, 7.5% diabetici, aproximativ 1/3 fumatori activi sau fosti fumdtori, iar din punct de
vedere infectios 13.4% aveau infectie cronicd cu VHB, 9% cu VHC si 7.5% prezentau istoric
de TBC.

Varstd medie a donatorilor a fost de 50 £ 15.5 ani, 52% dintre acestia au apartinut genului
masculin, iar majoritatea grefelor au provenit de la donator cadavru (65.7%).

Datele referitoare la caracteristicile generale asociate transplantului au ardtat un TIR
median de 705 (120- 960) minute $i un grad de nepotrivire primitor-donator mai mare de 4 MM
intélnit la 31.3% din cazuri. Regimul imunosupresor de inductie cel mai des utilizat a constat in
anticorpi anti-receptor de IL-2 (83.6%), toti pacientii primind ca imunosupresie de mentinere
tripla terapie bazatd pe inhibitori de calcineurind, antimetabolit si glucocorticoizi. Dinire
inhibitorii de calcineurini, tacrolimusul cu eliberare imediatd a fost mai frecvent folosit decat
cel cu eliberare prelungita (57.2% vs 42.8%).

Functia intarziatd a grefei (10.4%) si pierderea grefei (7.5%) au fost principalele
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complicatiile observate dupd un timp median de urmarire de 23.5 luni (21.0-27.5). Pe parcursul

perioadei de urmérire nu a fost evidentiat niciun caz de rejet dovedit prin biopsie si niciun caz

de deces.

Tabelul I. Caracteristicile generale ale lotului studiat si ale pacientilor cu Ac anti-

RT1ATn preformati

Variabile Total Ac anti-RTiATu | Ac anti-RT1ATu | Valoare
pacienti (n=67) (+) pre-TR(n=7) | (-) pre-TR(n=60) | p

Caracteristicile primitorului
Virsta (medie, ani} 413+ 103 437 13.7 41,1102 0.53
Genul (%) 0.34
Masculin 40 (59.7%) 3 (42.9%) 37 (61.7%)
Feminin 27 (40.3%) 4 (57.1%) 23 (38.3%)
Grupul sangvin (%) 0.26
0 23 (34.3%) 4 (57.1%) 19 (31.7%)
A 22 (32.8%) 2 (28.6%) 20(33.3%)
B i3 (19.4%) 0 (0%) 13 (21.7%)
AB 9(13.4%) 1 (14.3%) 8 (13.3%)
IMC (medie, kg/m?) 231+ 3.0 235+ 3.9 23.1+£29 0.73
HTA (%) 62 (92.5%) 6 (85.7%) 56 (93.3%) 0.50
DZ (%) 5(7.5%) 1 (14.3%) 4 (6.7%) 0.50
Fumitor activ/ fost fumétor (%) 18 (26.9%) 1 (14.3%) 17 (28.3%) 0.40
Infectie VHB (%) 9 (13.4%) 1(14.3%) 8(13.3%) 0.94
Infectie VHC (%) 6 (9%} 1(14.3%) 5(8.3%) 0.60
Istoric TBC (%) 5 (7.5%}) 1{14.3%) 4 (6.7%) 0.50
Istoric alergie (%) 11 (16.4%) 0 (0%) 1 (18.3%) 0.21
Istoric transfuzie sangvina (%) 29 (43.3%) 4 (57.1%) 25(41.7%) 0.43
TR anterior (%) 6 (9%) 0 (0%) 6 (10%) 0.50
HD (%) 55 (82.1%) 6 (85.7%) 49 (81.7%) 0.78
DP (%) 2 (3%) 0 (0%) 2(3.3%) 0.78
Durat3 dializa {(mediana, luni) 20 (3-40) 20(5- 84) 20.5(2.2-39.5) 0.68
TR preemptiv (%) 10 (14.9%) 1(14.3%) 9 (15%) 0.96
Cauza bolii cronice de rinichi (%) 0.76
GP 18 (26.9%) 2 (28.6%) 16 (26.7%)
BRD 3 (4.5%) 1(14.3%) 2(3.3%)
BRPAD 10 (14.9%) 1 (14.3%) 9(15%)
NTI 11 (16.4%) 0 (0%%) 11 (17.4%)
Alte cauze 2 (3%) 0 (0%) 2 (3.3%)
Cauze necunoscute 23 (34.3%) 3 (42.9%) 20 (33.3%)
Colesterol moment TR (medie, mg/dl) 183.6+38.1 184.5+ 38.2 183.58+ 38 4 0.95
Trigliceride moment TR (mediand, mg/dl) 116 (81- 151) 121 (85- 151.2) 115 (77.4- 150) 0.68
Glicemie moment TR (medie, mg/dl) 90.1£18.3 94.9+ 19.9 89.5+ 18.2 0.46
Uree moment TR (mediana, mg/dl) 124 (93- 172) 108 (81- 141) 125 (94-175) 0.22
Creatinin 24h post-TR (mediani, mg/dl) 3.9(1.8-6.5) 3.6(1.5-8.3) 4.1(1.8-6.3) 0.66
RFGe 24h post-TR (mediana, ml/min/1.73 m?) 15.8(9.9-37.8) 153 (7.1- 38.4) 16.8 (10.1-37.1} | 0.52
Creatinini 1 lund post-TR {mediani, mg/dl) 1.6 (1.3-1.9) 1.7(1.1-2.2) 1.6 (1.3- 1.9} 0.84
RFGe | luné post-TR (mediand, mI/min/1.73 m?)* 47.2(39.6-55.3) | 41.8(31.2-54.8) | 47.4(39.6- 56) 0.45
Creatinind 3 luni post-TR (mediana, mg/dI)* 1.6 (1.3- 1.9) 1.5(11-2.1) 1.6(1.3-1.9) 0.55
RFGe3 luni post-TR (mediana, mU/min/1.73 m?)** 44.5(36.3-57.7) | 45.7(33.1-60.5) | 44.5(35.9-57.9) | 0.93
Creatinina 6 luni post-TR(median4, mg/dl)** 1.4(1.2-1.7) 1.6 {0.8-2.2) 1.4(1.2- 1.6) 0.82
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RFGe 6 luni post-TR (mediana, ml/min/t.73 m?)** 50.6 (43.4- 62.7) 55.8(32.1-99.9) 51.0 (44.0- 62.4) 0.65
Creatinina 12 luni post-transplant (median3, mg/dl)** 1.3(L1-1.7) 1.8(1.1-2.4) 1.3(1.1- 1.6) 0.15
RFGe 12 luni post-TR (mediand, ml/min/1.73 m?)** 54 (40.6 - 65.9) 35(29.8-55.2) 56.1 (41.3- 66.5) 9.02¢
Creatinina 18 luni post-TR (mediand, mg/dl)** 1.4(1.1-1.8) 1.5(1.0-1.9) 1.4(1.2- 1.7 0.75
RFGe 18 luni post-TR {mediand, ml/min/1.73 m?)** 48.4 (38.2-56.6) | 42.2(364-59.6) | 49.1(38.4-56.2) 0.66
Creatinind 24 luni post-TR (mediani, mg/dl)*** 1.3(1.1-1.7) 1.6 (1.0-2.2) 1.3 (1.2- 1.6) 0.84
RFGe 24 luni post-TR (mediand, ml/min/1.73 m2)*** 51.5(41.2-59.6) | 45.0 (30.5- 58.8) 51.5(41.6-62.7) 0.47
Caracteristicile donatorului

Virsta (medic, ani) 50x15.5 63.1+ 10.1 485+ 154 0.01°
Genul (%) 0.78
Masculin 35 (52.2%) 4 (57.1%) 31 {51.7%)

Feminin 32 (47.8%) 3 (42.9%) 29 (48.3%)

Tipul donatorului (%) 0.73
Cadavru 44 (65.7%) 5(71.4%) 39 (65%)

Viu 23 (34.3%) 2 (28.6%) 21 (35%)

Caracteristici asociate transplantului

TIR {mediand, minute) 705 (120- 960) 740 (75- 832} 695 (126- 975) 0.94
TIC (medie, minute) 289+ 3.8 304+ 44 28.7+3.7 027
Nr. mismatch-uri > 4 (%) 21 (31.3%) 5(71.4%) 16 (26.7%) 0.02°
Ac anti-HLA specifici anti-donor preformati (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -

Ac anti-HLA specifici anti-donor de novo (%) I (1.5%) 0 (0%) I (1.7%)

Tratament IS de inductie (%5) 6 (10.4%) 0.39
Globuling anti-timocit 2 (28.6%) 9 (15%)

Anticorpi anti-receptor 1L-2 5 (71.4%) 51 (85%)

Tratament 1S de mentinere (%)

ICN 0.24
TAC eliberare imediald 39 (57.2%) 6 (85.7%) 32 (55%)

TAC eliberare prelungitd 28 (42.8%) 1{14.3%) 27 (45%)

AM 0.76
MFS 60 {89.6%} 7 (100%) 53 (88.3%)

MFM 7 (10.4%} 0 (0%} 7(11.7%)

Nivel tacrolinemic {C0)

1 lund {medie, ng/mi) 14.3£3.3 16.3+3.3 14.1+£3.2 0.08
3 luni (medie, ng/mi) 11.8+ 3.6 1.1+ 2.1 11.9+ 3.8 0.56
6 luni (medie, ng/mi) 84+ 1.8 9.1 0.5 84+18 0.36
12 luni {medie, ng/mi} 7.2+2 73104 7.2£2.1 0.88
18 luni (medie, ng/mi) 6.8+ 2.0 6.7+ 0.8 6.9+2.1 0.16
24 luni (medie, ng/mi) 63+ 1.2 6.8+ 1.4 6.3+ 1.1 0.30
Status CMV (%) 0.70
IgG+(P), IgG+(D) 61 (91%) 7 (100%) 54 (90%)

IgG+(P), IgG-(D) 1(1.5%) 0 (0%) 4 (6.6%)

IgG-(P), IgG+(D) 4 (6%) 0 (0%) 1 (1.7%)

1gG-(P), IgG-(D) 1 (1.5%) 0 (0%) 1(1.7%)

Complicatii asociate transplantului

Functie intrziata a grefei (%) 7 (10.4%) 1 (14.3%) 6 (10%) 0.73
Rejet al grefei (%o) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -
Pierderea grefei (%) 5(7.5%) 1(14.3%) 4 (6.7%) 0.50
Deces (%) 0(0%) 0(0% 0(0%) -
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3.2. Incidenta anticorpilor Ac anti- RT1ATu, dinamica si relatia cu Ac anti-HLA
specifici anti-donor

Frecventa pre-transplant a Ac anti-RT1ATy a fost de 10.4%, in timp ce incidentd post-
transplant a fost de 25.8%. Dupi divizarea Ac anti-RT| ATy post-transplant in doui subcategorii,
s-a observat o incidentd a Ac anti- RT ATy persistenti de 6.5% si a Ac anti-RT ATy de novo de
19.3%. Evaluarea in dinamicé a pacientilor cu Ac anti-RT(ATy preformati a obiectivat faptul ca
4 din cei 7 primitori cu anticorpi preformati (57.1%) au mentinut un titru pozitiv la 12 luni post-
transplant, la alti 2 pacienti a avut loc o seroconversie negativa (28.6%) si un pacient si-a pierdut

grefa in primele 3 luni de la momentul transplantului (Figura 3).

Numdr pacienti testaji pre-transplant (n= 67)
Numir pacienti testati post-transplant la 12 luni (n=62)

Ac anti-RT1ATII pre-transplant Ac anti-RT1ATTI post-transplant
7/67 (10.4%) 16/62 (25.8%)
I
47 . 4/7 persistenti Persistenti post-transplant De novo
seroconversie U7 pierdere grefl) | o nsplant 4/62 ( 6.5%) 12/62 (19.3%)
negaliva primele 3 funi
post-transplant

Figura 3. Incidenta Ac anti-RT1ATn pre-transplant si la 12 luni post transplant

Niciun pacient nu a prezentat Ac anti-HLA specifici anti-donor, iar post-transplant a fost
identificat un singur pacient cu Ac anti-HLA de novo, fard a asocia Ac anti-RT| ATy preformati

sau dezvoltati post-transpiant.

3.3. Caracteristicile pacientilor cu Ac anti-RT1ATu preformati si factorii de risc
asociati cu prezenta acestora

Pacientii cu Ac anti-RT1ATy preformati au avut o functie a grefei semnificativ mai
degradatd la 12 luni post-transplant in rdndul pacienfilor cu anticorpi preformati [35
ml/min/1.73m? (29.8- 55.2) vs 56.1 ml/min/1.73m? (41.3- 66.5), p=0.02], au beneficiat de grefe

provenite de la donatori semnificativ mai varstnici (63.1+ 10.1 vs 48.5+ 15.4 ani, p= 0.01) si au
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prezentat un nivel mediu tacrolinemiei mai ridicat la 1 lund post-transplant (16.3+ 3.3 vs 14.14
3.2 ng/ml, p=0.08), comparativ cu pacientii fird anticorpi preformati. De asemenea, procentul
cazurilor cu >4 MM au fost semnificativ mai frecvent observate in acest grup de pacienti (71.4%
vs 26.7%, p=0.02). Cu toate ci functia intdrziatd si pierderea grefei au fost intlnite intr-o
proportie mai mare in grupul pacientilor cu Ac anti-RT AT preformati (14.3% vs 10%, p=0.73;
respectiv 14.3% vs 6.7%, p=0.50), nu a existat o diferentd semnificativa intre grupul cu si fara
anticorpi preformati (Tabelul I).

Prezenta Ac anti-RT)ATy preformati nu a fost influentatd de factori demografici,
comorbidititi, etiologia bolii cronice de rinichi, modalitatea de supleere a functiei renale anterior
transplantului, statusul infectios, statusul alergic, conditiile de imunizare determinate de sarcina
sau transfuzie sangvind, dislipidemie, hiperglicemie sau valori crescute ale ureei (Tabelul II).

Tabelul II. Analiza de corelatie bivariata intre titrul Ac anti-RT1ATu preformati si

variabilele primitorului

Caracteristicile primitorului Coeficient de corelatie (r) Valoare p
Vérsta 0.12 0.33
Genul -0.12 0.29
Grupul sangvin 0.02 0.85
IMC -0.10 038
HTA 0.04 0.74
DZ 0.08 0.50
Fumator activ/fost fumétor 0.11 .36
Infectie VHB 0.06 0.60
Infectie VHC 0.06 0.59
Istoric tuberculoza 0.15 0.22
Istoric alergie 0.14 0.25
Istoric sarcind 0.04 0.71
Istoric transfuzie sangvina 0.05 0.68
Transplant renal anterior 0.05 0.70
Hemodializa 0.03 0.80
Durata dializi 0.06 0.63
Transplant renal preemptiv 0.003 0.98
Cauza bolii crenice de rinichi -0.06 0.63
Colesterol seric 0.12 0.31
Trigliceride serice 0.07 0.54
Nivel seric glucoza 0.03 0.77
Uree 0.12 0.30
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3.4. Caracteristicile pacientilor cu Ac anti-RT1ATn post-transplant si factorii de
risc asociati cu prezenga acestora

Caracteristicile pacientilor cu Ac anti-RT1ATu formati post-transplant si specific de novo
la 12 luni post-transplant sunt prezentate in Tabelul KII. Numdrul total de pacienti analizati
pentru acest obiectiv al studiului a fost de 62, dupa ce 5 subiecti au pierdut ireversibil functia
grefei in primele 3 luni post-transplant.

Pacientii cu Ac anti-RT|ATy au avut o mediana a duratei petrecute in dializa anterior
transplantului de aproximativ 2 ori mai mare [33 luni (5.2-90.7) vs 15 luni (1.0- 30.2), p=0.09],
etiologia BCR reprezentata de glomerulopatii a fost de 2 ori mai frecventa (43.7% vs 21.7%,
p=0.30), ) si un nivelul mediu al tacrolinemiei la 3 luni post-transplant mai ridicat a (13.3+ 5.0
vs 11.44+ 3.0, p=0.08), decét pacientii cu anticorpi negativi post-transplant. Proportia cazurilor
cu>4MM (56.3 % vs 26.1%, p=0.02) a fost semnificativ mai frecvent observata, iar tratamentul
imunosupresor de inductie bazat pe globulina anti-timocit (43.7% vs 8.7%, p=0.003) si cel de
mentinere bazat de tacrolimus cu eliberare imediata (87.5% vs 45.7%, p= 0.004) au fost
semnificativ mai utilizate in grupul de pacienti cu anticorpi pozitivi post-transplant. in mod
asemandtor, in randul pacientilor cu anticorpi formati de novo, s-a observat o utilizare
semnificativ mai mare a inductiei bazata pe globulin anti-timocit (41.7% vs 12%. p=0.03) si a
imunosupresiei de mentinere cu tacrolimus cu eliberare imediatd (83.3% vs 50%,
p=0.02).Deopotriva, nivelul mediu al tacrolinemiei la 3 luni post-transplant a fost semnificativ
mai ridicat in randul pacientilor cu anticorpi de novo (13.9+ 5.6 vs 11.4% 2.9 ng/ml, p=0.04)
(Tabelul III).

Tabelul II1. Distributia §i analiza comparativi a pacientilor in functie de statusul Ac

anti-RT1ATu post-transplant si al Ac anti-RT(ATu formati de novo

Ac anti | Ac anti- | Val, Ac anti- | Ac anti- | Val.
Variabile RT1ATu(+) RTiATu ()| p RTiATu (+) | RT:ATu(-) de | p

post-TR (n=16) post-TR de novo novo

(n=46) (n=12) {(n=50)

Primitor
Viérsta (medie, ani) 41.7= 10.9 40.6+ 10.4 0.73 41.5¢11.3 40.7+ 10.3 0.83
Genul (%) 0.17 0.52
Masculin 7(43.8%) 29 (63%) 6 (50%) 30 (60%)
Feminin 9 (56.3%) 17 37%) 6 (50%) 20 (40%)
Grupul sangvin (%) 0.18 0.16
o 4 (25%) 19 (41.4%) 1(8.3%) 22 (44%)
A 4 {25%) 15 (32.6%) 3 (33.4%) 15 (30%)
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B 6 (37.5%) 6 (13%) 6 (50%) 6 (12%)

AB 2 (12.5%) 6 (13%) 1 (8.3%) 7 (14%)

IMC (medie, kg/m?) 22.8+2.7 23.2+£29 0.56 224+ 1.8 23.2+£3.0 0.76
HTA (%) 15 (93.8%) 42 (91.3%) 0.75 12 (100%) 45 (90%) 0.25
DZ (%) 2 (12.5%) 2 (4.3%) 0.28 2(16.7%) 2 (4%) 0.14
Status fumitor (%) 2 (12.5%) 13 (28.3%) 0.18 2 (16.7%) 13 (26%) 0.48
Infectie VHB (%) 2 (12.5%) 6 (13%) 0.95 1 (8.3%) 7 (14%) 0.58
Infectie VHC (%) 1(6.3%) 4 (8.7%) 0.75 1 (8.3%) 4 (8%) 0.97
Istoric TBC(%) 2 (12.5%) 3 (6.5%) 0.46 2 (16.7%) 3 (6%) 0.26
Istoric alergie (%) 2 (12.6%) 9 (19.6%) 0.51 2(16.7%) 9 (18%) 0.91
[storic transfuzie sangvind{%o) 8 (50%) 18 (39.1%) 0.44 5(41.7%) 21 (42%) 0.98
TR anterior (%) 2 {12.6%) 3(6.5%) 0.25 2 (16.3%) 3 (6%) 0.11
HD{%) 15 (93.8%) 35 (76.1%) 0.12 11{91.7%) 39 (78%) 0.24
DP (%) 0 (0%) 2 {(4.3%) 0.72 0 (0%) 2 (4%) 0.78
Durat dializi (mediang, luni) 33 (5.2-90.7) 15(1.0-30.2) | @09 | 33(4.5-90.7) 15.5(1.7-3D 0.23
TR preemptiv (%) 1 (6.3%) 9 (19.6%) 0.17 1 (8.3%) 9 (18%) 0.38
Cauza BCR (%) 0.30 0.36
GP 7 (43.7%) 10 (21.7%) 6 (50%) 11 (22%)

BRD 1(6.3%) 1(2.2%) 1(8.3%) 1 (2%)

BRPAD 1(6.3%) 8(17.4%) 1(8.3%) 8 (16%)

NT! 0(0%) 3 (6.5%) 0 (0%) 3 (6%)

Alte cauze 1(6.3%) 8(17.3%) 1 (8.3%) 8 (16%)

Cauze necunoscute 6 (37.4%) 16 (34.8%) 3(25.1%) 10 (38%)

Creatinind  24h post-TR (mediana, 3.7(1.5-6.2) 35(19-57)y | 074 | 44(1.2-6.2) 3.5(1.9-5.7) 0.70
mg/dh

RFGe 24h post- TR {(mediand, | 15.9(10.8-37.6) | 21(10.2-38.4) | 0.9] 15.7(10.8- 20.7(102-384) | 0.7l
ml/min/1.73 m?) 48.3)

Creatinind 1 luna post-TR (median3, L5(1.1-1.7) 1.6 (1.3-1.9) 0.22 1.5(1.1- 1.7) 1.6 (1.3-1.9) 0.24
mg/dl)

RFGe 1 luni post-TR (mediand, | 48.4 (41.5-62.0) 46.2 (39.2- 0.33 | 48.4(42.4- 62) 46.2 (39.2- 0.26
mi/min/1.73 m?) 54.7) 54.7)

Creatinini 3 luni post-TR (mediani, 1.5(1.1-1.7) 1.6(1.3-2.0) 0.17 1.5(1.1-1.7) 1.6 (1.3-2) 0.15
mg/dl)

RFGe 3 luni post-TR (mediand, | 50 (37.9-5%94) 43.4 (35.5- 0.24 50.1(37.7- 434(36.2-57.1) | 027
ml/min/1.73 m?) 57.7) 59.4)

Creatinini 6 luni post-TR 1.4 (1.1- 1.5) 1.4 (1.2-1.7) 0.34 1.4(1.1- 1.5) 1.4(1.2-1.8) 0.46
{mediana,mg/dl)

RFGe 6 Iluni post-TR (mediand, | 54.1 (42.6- 68.0) 50 (43.6- 0.46 54.1 (42.6- 50.3 (43.6- 0.71
ml/min/1.73 m?) 62.6) 66.4) 62.7)

Creatinind 12 luni post-TR (median3, 1.3 (0.9-1.7) 1.4 (1.2-1.9) 0.38 1.3 (0.9- 1.6) 1.4(1.2-1.9) 0.24
mg/dl)

RFGe 12 luni post-TR (mediand, | 53.4 (39.2-75.9) | 54 (40.6-64.6) | 0.67 60.6 (42.4- 54 (40-64.7) 0.26
m¥min/1.73 m?) 77.1)

Creatinind 18 luni post-TR (mediana, 1.4(1.0-1.9) 1.4(1.2-1.7y | 0.57 1.5(1.0-2.2) 1.4(1.2- 1.7) 0.95
mg/dl)

RFGe 18 luni post-TR (mediand, | 44.9 (31.6-64.7) 49.0 (38.7- 0.89 449 (28.6- 49.1 (38.3- 0.79
ml/min/1.73 m?) 54.8) 70.8) 55.3)

Creatinini 24 luni post-TR (median3, 1.3(1.1-1.8) 1.3(1.1- 1.7 0.79 1.30.1-1.7) 1.3(1.1- 1.8) 0.74
mg/dD)*

RFGe 24 luni post-TR (mediand, | 51.2 (34.7- 66.2) 51.7(41.7- 0.98 51.2(38.1- 51.7 (40.1- 0.71
ml/min/1.73 m?¥)* 59.3) 68.3) 58.7)

Ac specifici anti-HLA preformati (%) 0 (0%) 0 (0%) - 0 (0%) 0 (0%) -
Ac anti-RT,ATy preformati (%) 4 (25%) 2 (4.3%) .02 0 (0%) 6 (12%) 0.25
Donator

Vérsta (medie, ani} 5144 17.3 48.6+ 15 0.55 48.6+ 18.4 49,5+ 14.9 0.86
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Genul (%) 0.56 0.52

Masculin 9(56.3%) 22 (47.8%) 7 (58.3%) 24 (48%)

Feminin 7 (43.7%}) 24 (52.2%) 5(41.7%) 26 (52%)

Tipul donatorului (%) 0.57 0.76

Cadavru 11 (68.8%) 28 (60.9%) 8 (66.7%) 31 (62%)

Viu 5(31.3%) 18 (39.1%) 4 (33.3%) 19 (38%)

Caracteristici TR

TIR (mediani, minute) 712.5 (148.2- 643.5(110.5- | 0.74 705 (140.7- 666.5 (110.5- 0.46
997.5) 894.7) 1046) 805.7

TIC (medie, minute) 29.5£3.9 28.6+3.9 0.43 28.9+4.1 28.5+3.2 0.76

Nr. mismatch-uri > 4 (%) 9 (56.3%) 12 (26.1%) 0.02° 6 (50%) 15 (30%) 0.14

Tratament IS de inductie(%) 0.003° 0.03"

Globuling anti-timocit 7 (43.7%) 4 (8.7%) 5 (41.7%) 6 (12%)

Anticorpi anti-receptor IL-2 9(56.3%) 42 (91.3%) 7 (58.3%) 44 (88%)

Tratament IS de mentinere (%)

ICN

TAC eliberare imediatd 14 (87.5%) 21 (45.7%) | 60.004° 10 (83.3%) 25 (50%) a.02

TAC eliberare prelungiti 2 (12.5%) 25 (54.3%) 2 (16.7%) 25 (50%)

AM

MFS 14 (87.5%) 42 (91.35) 0.66 10 (83.3%) 46 (92%) 0.71

MFM 2 (12.5%) 4 (8.7%) 2 (16.7%) 4 (8%)

Nivel tacrolinemie (C0)

I lund (medie, ng/mi) 149+ 4.4 139+ 2.8 0.19 142+ 4.4 142+3.0 0.94

3 luni (medie, ng/mi} 13.3%5.0 11.4+ 3.0 0.08 13.9£5.6 11429 0.04¢

6 luni (medie, ng/mi} 87+ 1.8 8+ 1.7 0.22 8.5+£2.0 81+1.8 0.57

12 luni (medie, ng/ml) 7.8+19 7.1£ 1.5 0.16 7.6£2.0 73+ 1.6 (.55

18 luni (medie, ng/mi) 7.2+ 3.4 6.7+ 1.2 0.35 7.7£39 6612 0.12

24 funi (medie, ng/mi) 62+ 1.0 6.4+ 1.3 0.61 6.0+ 1.0 6.4+ 1.2 0.30

Status CMV (%) 0.20 0.15

IgG+(P), IgG+(D) 15 (93.8%) 41 (89.1%) 11 (91.7%) 45 (90%)

1gG+(P), igG-(D) 0 (0%) 4 (8.7%) 0 (0%) 4 (8%)

1gG-(P), IgG+(D) 1(6.3%) 0 (0%) 1(8.3%) 0 (0%)

IgG-(P), IgG-{D) 0 (0%) 1(2.2.%) 0 (0%) 1 {2%)

Complicatii TR

Functie intirziati a grefei (%) 0 (0%) 2 (4.3%) 0.27 0 (100%) 2 (4%) 0.34

Rejet al grefei (%) 0 (0%) 0 (0%) - 0 (0%) 0 {0%) -

Pierderea grefei (%) 0 (0%) 0 (0%) - 0 (0%) 0 (0%) -

Val.- valoare;

*31/62 de pacienti au atins perioada de urmdrire de 24 de luni post-transplant

Pentru identificarea factorilor de risc asociafi cu dezvoltarea Ac anti-RT;ATy post-
transplant §i de novo, la 12 luni de la implantarea grefei, au fost realizate doud modele separate
de regresie logistica binara. In cadrul primului model, analiza de regresie logisticd multivariata,
a aratat faptul cd numérul de MM > 4 (OR=4.71, 95% CI: 1.11-20.01, p=0.03), tratamentul de
inductie cu globulini anti-timocit (OR= 7.40, 95% CI: 1.46- 37.40, p= 0.01) si tratamentul de
mentinere cu tacrolimus cu eliberare imediatd ( OR= 7.52, 95% CI: 1.31- 43.07, p= 0.02)
reprezintd factori de risc independenti pentru formarea Ac anti-RT)ATy la 12 luni post-
transplant (Tabelul IV).
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Tabel IV. Model de regresie logistici binars pentru identificarea factorilor de risc

asociati cu aparitia Ac anti-RT1ATu post-transplant la 12 luni

Regresie logistica Regresie logistica
univariati multivariati

Variabile OR 95% CI Valoare OR 95% CI Valoare

P 4
HD 4.71 0.55-39.85 0.15 - - -
Durata HD 1.004 0.99-1.01 0.33 - - -
Ac anti-RT ATy 7.33 1.19- 44 .96 0.03° - - -
preformati
MM >4 3.64 1.11-11.93 0.03° 4,71 1.11-20.01 0.03°
Tratament inductie 8.16 1.96-33.91 0.004° 7.40 1.46- 37.40 0.01°
globulini anti-timocit
Tratament mentinere 8.33 1.69-40.91 0.009° 7.52 1.31- 43.07 0.02¢
TAC cu eliberare imediata
Nivel TAC 3 luni post-TR 1.41 0.42-4.75 0.57 - - -

in cadrul celui de al doilea model, analiza de regresie multivariati a demonstrat faptul ci
tratamentul de inductie cu globulind anti-timocit reprezinti singurul factor de risc asociat
semnificativ cu prezenfa Ac anti-RT1ATy de novo la 12 luni post-transplant (OR= 5.30, 95%
CI: 1.30- 22.00, p=0.02) (Tabelul V).

Tabel V. Model de regresie logisticd binara pentru identificarea factorilor de risc asociati

cu aparifia Ac anti-RT1ATu de novo la 12 luni post-transplant

Regresie logistica Regresie logistica
univariatid multivariati

Variabile OR 95% CI Valoare OR 95% CI Valoare

p p
TR anterior 3.13 0.64-8.41 0.19 - - -
DZ 4.80 0.60- 38.23 0.13 - - -
MM > 4 2.33 0.64-8.41 0.19 - - -
Tratament inductie 523 1.20-21.80 0.02° 5.30 1.30-22.00 0.02°
globuling anti-timocit
Tratament mentinere 5.00 0.99-25.10 0.05 - - -
TAC cu eliberare imediati
Nivel TAC>10 ng/mtla 3 1.22 0.32-4.63 0.76 - - -
luni post-TR

Capacitatea de predictie a factorilor de risc identificati pentru estimarea riscului de a
dezvolta Ac anti-RT1ATu la 12 luni post-transplant este reprezentatd in Tabelul V1. Prezenta
unui numéir > 4MM a avut o sensibilitate redusa, specificitate acceptabild si o acuratete de

69.3%. Tratamentul de inductie cu globulind anti-timocit a prezentat o acuratete de 79%, o
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specificitate ridicatd, dar o sensibilitate redusd pentru preductia aparifiei anticorpilor post-

transplant si specific de novo, in timp de utilizarea tacrolimusului cu eliberare imediati a avut

sensibiltiate buna, dar specificitate si acuratete scizuta.

Tabelul VI. Capacitatea predictivi a factorilor de risc identificati pentru estimarea

riscului de formare a anticorpilor la 12 luni post-transplant

Ac anti-RT AT post-transplant

(12 luni)

Ac anti-RT ATy de novo
(12 luni)

MM=>4 Inductie globulini Mentinere TAC Inductie globulini anti-
anti-timocit eliberare imediati timocit
Valoare (95% CI)

Sensibilitate

56.2% (29.8- 80.2%)

43.7% (19.7- 70.1%)

87.5% (61.6- 98.4%)

41.7% (15.2- 72.3%})

Specificitate

73.9% (58.8- 85.7%)

91.3% (79.2- 97.6%)

54.3% (39.0- 69.1%)

88.0% (75.7- 95.5%)

LR+ 2.1(1.1-4.1) 5.0(1.7-14.9) 1.9 (1.3-2.7) 3.5(13-9.5)
LR - 0.6(0.3-1.1) 0.6 (0.4-0.9) 0.2 (0.06-0.9) 0.6 (04-1.1)
VPP 42.8% (28.1- 58.9%) | 63.6% (37.0- 83.8%) | 40.0% (31.6- 49%) 45.5% (23.4- 69.5%)
VPN 82.9% (73.0- 89.7%) | 82.3% (75.0- 87.9%) | 92.6% (76.9- 97.9%) 86.3% (79.4- 91.1%)
Acuratete 69.3% (56.3- 80.4%) | 79.0% (66.8- 88.3%) | 62.9% (49.7- 74.8%) 79.0% (66.8- 88.3%)

4. Discutii

Datele ob{inute referitoare la incidenta anticorpilor, se incadreaza in intervalul raportat in
literaturd, cuprins intre 2.1%-59% [12]. Un aspect remarcat este legat de frecventa mai mici a
Ac anti-RT ATy preformati in cadrul studiului doctoral, decit cea descrisi in unele din studiile
anterioare care au utilizat un cut-off > 10 U/ml (15.7%-48.5%) [14-17]. O posibild explicatie
pentru aceasta diferentd ar putea fi datd de gradul scizut de imunizare al pacientilor, comparativ
cu cel observat in aceste studii. Valori relativ asemanitoare ale frecventei anticorpilor
preformati au fost raportate in studiul lui Hernandez-Mendez (11.7%) si in cel realizat de Cuevas
(12%), cu mentiunea ¢ au fost folosite valori de cut-off mai mari, de > 17U/ml, respectiv >
30U/ml. Incidenta anticorpilor post-transplant identificati in studiul doctoral se regiseste in
aceeagi tendinté cu cea raportati de Lefaucheur (27.3%) si mai mare decit cea observati de Lee
(9.4%), la aceeasi valoare de cut-off (> 10U/ml), dar ambele studii au analizat un numir mai

mare de pacienti [18,19]). Referitor la incidenta Ac anti-RT|ATn de novo, rezultatele sunt
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similare cu cele publicate de Gareau si colaboratorii (16%), cu mentiunea faptului ¢ 53.8% din
pacientii cu anticorpi de novo din acest studiu asociau §i Ac anti-HLA specifici anti-donor
preformati.

De la momentul determindrii inifiale, statusul anticorpilor preformati a urmat 2 traiecte
principale: persistenta post-transplant in cazul a 4 pacienti (57.1%) si seroconversia negativa in
cazul a 2 pacienti (28.6%). in mod similar, Taniguchi a observat intr-un studiu longitudinal
realizat pe 351 de pacienti transplantati, ci 58% din cei 60 de pacientii cu Ac anti-RTi1ATy
preformati au avut anticorpi persistenfi post-transplant, iar la 42% dinamica a condus citre
seroconversie negativd [20]. De asemenea, Fuss a evidentiat pe un numér de 6 pacienti cu
anticorpi preformati cd 67% au avut un titru persistent pozitiv post-transplant i la 23% s-a
observat seroconversie negativa [21].

La niciunul dintre pacientii din cadrul studiului nu au fost identificati Ac anti-HLA
specifici anti-donor pre-transplant, in timp ce post-transplant numai un sigur pacient a dezvoltat
anticorpi directionati citre moleculele MHC de clasé II, dupd 15 luni de urmdrire, serologia
acestuia fiind negativa pentru Ac anti-RT|ATy preformati sau formati de novo. Astfel, nu a
putut fi stabilita o relatie intre Ac anti-RT1ATp si Ac anti-HLA. Riscul imunologic relativ redus
al cohortei analizate ar putea argumenta absenta Ac anti-RT ATy, Dintre factorii care ar fi putut
favoriza aparitia Ac anti-HLA preformati in lotul studiat, transfuziile sangvine (< 5), sarcinile
si transplantul anterior au fost prezente la 43.2%, 23%, respectiv 9% din pacienti. Dintre factorii
care ar fi putut influenta formarea Ac anti-HLA de novo, procentul de pacienti cu >6 mismatch-
uri, lipsa de complianta la tratament i evenimente inflamatorii/infectioase au fost rar intalnite.

In cadrul studiului am demonstrat faptul ci prezenta Ac anti-RTi1ATy preformati nu se
coreleazd cu factori demografici, comorbidititi, etiologia BCR, modalitatea de supleere a
functiei renale anterior transplantului, statusul infectios, statusul alergic, conditiile de imunizare
determinate de sarcind sau transfuzie sangvind, dislipidemie, hiperglicemie sau valori crescute
ale ureei. Rezultatele sunt relativ asemanitoare cu cele obtinute de Banasik si colaboratorii séi.
Pe de alta parte, rezultatele sunt in opozitie cu cele descrise de Kim care a identificat o corelatie
negativa a anticorpilor preformati cu vérsta primitorului, diabetul zaharat si durata dializei sau
cu cele observate de Philogene conform cérora vérsta scizutd a primitorului, genul masculin,
numarul transplanturilor anterioare si prezenta glomerulosclerozei focale si segmentale se

asociazdi semnificativ cu prezenta anticorpilor pre-transplant [22,23]. De asemenea, nu am

27



observat nicio diferenti in ceea ce priveste prezenta anticorpilor preformati, din punct de vedere
al bolii de bazi, contrar dovezilor lui Cuevas care a demonstrat intr-un studiu anterior faptul ca
pacientii cu anticorpi pre-transplant > 30 U/ml au avut mai frecvent nefritd lupicd ca boald de
bazia [24].

Factorii de risc independenti asociati cu Ac anti-RTiATy post-transplant identificati au
fost numérul > 4 MM, tratamentul de inductie cu globulind anti-timocit si tratamentul de
mentinere cu tacrolimus cu eliberare imediati. Dintre acestia, tacrolimusul cu eliberare imediata
$i globulina anti-timocit au oferit un risc de aparitie al anticorpilor mai mare de 7 ori, avand o
putere predictiva bund In termeni de sensibilitate, specificitate §i acuratete. in ceea ce priveste
anticorpii de novo, singurul factor de risc independent identificat a fost tratamentul de inductie
cu globulini anti-timocit, de asemenea cu o capacitate predictiva buna. Studiile care au analizat
factorii de risc pentru aparitia Ac anti-RT; ATy post-transplant sunt limitate, iar studiul doctoral
efectuat raporteazi pentru prima data variabilele mentionate anterior ca factori de risc, impreuni
cu capacitatea lor predictiva, intr-o populatie de pacienti transplantati renal. Relatia dintre
numarul de mismatch-uri i probabilitatea de aparitic a Ac anti-HLA specifici anti-donor este
direct proportionald, un numar > 4 MM crescénd semnificativ riscul de aparitie al anticorpilor
[25). in schimb, relatia dintre numarul de MM si formarea Ac anti-RT1ATy; post-transplant este
necunoscutd. Aceasta poate fi intermediatd de prezenta Ac anti-HLA specifici anti-donor la
nivelul grefei, chiar i in absenta lor in ser la momentul dozirii si pune in evidenta rolul legaturii
dintre aloimunitate §i autoimunitate in determinarea injuriei endoteliale si formarea anticorpilor
[26]. Fenomenul de legare si sechestrare al anticorpilor in interiorul grefei, impreuns cu dozarea
la intervale distincte pot explica prezenta tranzitorie n ser a anticorpilor §i probabilitatea de a
nu fi identificati uneori [27]. Astfel, in cazul studiului efectuat, relatia cauzald dintre numarul
de MM si formarea de Ac anti-RT1ATn post-transplant poate fi explicati si de absenta Ac anti-
HLA din ser. Totusi, lipsa unei dovezi histologice limiteaza confirmarea acestor argumente in
cazul de fafa, ramanand doar la statutul de supozitie. Relatia cauzala dintre utilizarea globulinei
anti-timocit i prezenfa Ac anti-RT1ATu post-transplant pare surprinzitoare la prima vedere,
dat fiind rolul pe care il are in depletia inclusiv a limfocitelor B si implicit in productia de
anticorpi, dar si rolul protector asupra endoteliului [28]. Pe de alta parte, inductia cu
timoglobulind produce o depletie completa a limfocitelor T reglatorii si intirzie repopularea

acestora la distantd [29]. ExistA dovezi conform cérora limfocitele T reglatorii CD4* CD25*
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detin un rol important in mentinerea self-tolerantei gi preventia fenomenelor autoimune [30].
Astfel, utilizarea tratamentului cu globulind anti-timocit poate favoriza aparifia mecanismelor
de autoimunitate si, impreund cu conditiile proinflamatorii care cresc expresia tisulard de
neoepitopi, poate contribui la formare de Ac anti-RT|ATy dupd transplant. Relatia dintre
tacrolimusul cu eliberare rapida si formarea Ac anti-RT1 ATy nu a mai fost descrisd in literatura.
Existd diferenfe farmacologice intre cele doud forme de tacrolimus care pot influenta
eficacitatea sau aparitia reactiilor adverse. In perioada precoce post-transplant, stabilizarea unui
nivel terapeutic optim al tacrolinemiei se obtine mai eficient utilizdnd preparatul cu eliberare
prelungita, dar pe termen lung nu exista diferente. Formula cu eliberare imediati, care necesité
administrarea in doud prize, poate determina mai frecvent episoade de oscilatie ale nivelului in
afara limitelor terapeutice, mai ales in perioada precoce post-transplant [31]. Astfel, atingerea
rapidd a unor concentrafii maxime, poate conduce la aparitia toxicitafii asociate tacrolimusului,
in special a nefrotoxicitétii. Aceasta se datoreazd efectului toxic endotelial, responsabil de
disfunctia endoteliala si dezechilibrului dintre productia de factori vasodilatatori (oxid nitric,
prostaglandine) si vasoconstrictori (endotelind, tromboxan), la care se adaugd cresterea
tonusului simpatic. Toxicitatea endoteliald a tacrolimusului poate favoriza expunerea

antigenelor criptice, precum RT ATy, §i secundar formarea de Ac anti-RT ATy,
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Studiul II. Elemente histopatologice asociate rejetului mediat umoral si
statusul functional al grefei in prezenta anticorpilor anti-receptor tip 1 al

angiotensinei I1

1. Obiective

¢ Evaluarea leziunilor histopatologice in cadrul rejetului umoral mediat de Ac anti-
RT ATy

¢ Evaluarea dinamicii functiei grefei renale in functie de statusul Ac anti-RT ATy

¢ Evaluarea impactului Ac anti-RT) ATy pe functia grefei renale

¢ Evaluarea impactului Ac anti-RT) ATy pe supravietuirea grefei renale

2. Material si metoda

Studiul a inclus acelasi nucleu de pacienti inclusi si n primui studiu. Au fost realizate doar
biopsii la indicatie, biopsiile de protocol nefiind incluse in practica centrului de transplant. A
fost luat in considerare doar rejetul dovedit histologic. La pacientii care au efectuat biopsie la
indicatie, evaluarea fragmentelor bioptice s-a realizat in imunofluorescents, microscopie optica
si microscopie electronici. Interpretarea biopsiilor s-a efectuat de citre un singur nefropatolog,
iar diagnosticul histopatologic si scorificarea s-au realizat pe baza clasificarii Banff 2017.

Pentru evaluarea impactului Ac anti-RT1ATy asupra functiei renale au fost realizate
modele de regresie liniara la diferite intervale de timp, in cadrul carora s-au facut ajustiri pentru
covariabile. In analiza efectuati la 3, 6, 12 st 18 luni au fost inclugi 62 de pacienti, deoarece 5
si-au pierdut grefa in primele 3 luni, iar pentru evaluarea functiei grefei la 24 de luni au fost
inclusi doar cei 31 de pacienti care au atins perioadd de urmérire complet, restul fiind in curs
de urmdrire. Pentru evaluarea impactului Ac anti-RT|ATn pe supravietuirea grefei a fost
efectuatd analizd de regresie Cox, in care variabila dependentd a fost pierderea grefei.
Reprezentarea graficd a fost realizatd sub forma curbelor de supravietuire Kaplan-Meier,
utilizind ca eveniment de interes pierderea grefei. Semnificatia statisticd a diferentelor dintre

curbe s-a calculat cu ajutorul testului Log-Rank.
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3. Rezultate

3.1. Evaluarea leziunilor histopatologice in cadrul rejetului umoral mediat de Ac
anti-RT1ATn

in cadrul lotului analizat a fost realizati o singuri biopsie, la un pacient cu proteinurie de
rang nefrotic persistentd, la 10 luni de la momentul transplantului. Biopsia de grefd a evidentiat
diagnosticul de nefropatie membranoasd stadiul I, cu leziuni de glomerulosclerozd si
arteriolosclerozi, fard sa fie observate argumente histologice pentru rejetul mediat umoral. Din
punct de vedere imunologic, la momentul transplantului i al efectudrii biopsiei de grefd, nu au
fost identificati Ac anti-HLA sau Ac anti-RT|ATy preformati, respectiv de novo. in cadrul
evaludrii de la 12 luni, Ac anti-HLA s-au mentinut cu status negativ, dar Ac anti-RT ATy au
avut o valoare de 10.5 U/ml. La momentul biopsiei a fost evaluat si titrul anticorpilor anti-

receptor de fosfolipaza A2, acesta fiind negativ.

3.2. Evaluarea dinamicii functiei renale in functie de statusul Ac anti-RT1ATu

RFGe mediana in primele 24-48h post-transplant a fost de 15.8 ml/min/1.73m? (9.9- 37.8),
ulterior a inregistrat un trend ascendent pana la 12 luni post-transplant cind s-a observat o
valoare mediand de 54 ml/min/1.73m? (40.6 - 65.9). Evolutia la 18 si 24 de luni post-transplant
a aritat o sciddere a functiei grefei cu 4.6 ml/min/1.73m? (p<0.001), respectiv cu 2.5
ml/min/1.73m*(p=0.07) (Figura 4A).

Comparind evolutia RFGe in grupurile cu si firad anticorpi preformati, se observa o
scadere semnificativa statistic a functiei grefei la 12 luni post-transplant in grupul pacientilor cu
comparativ cu cei fiird anticorpi [35 ml/min/1.73m? (29.8- 55.2) vs 56.1 (41.3- 66.5), p=0.02].
Desi RFGe se mentine scizutd in grupul pacientilor cu anticorpi preformati si la 18 si 24 luni,
dar nu semnificativ fatd de valoarea din grupul pacientilor fara anticorpi (Figura 4B).

Nu au fost identificate diferente semnificative in ceea ce priveste functia grefei la 12, 18
i 24 de luni, post-transplant in functie de statusul Ac anti-RT ATy post-transplant si specific

de novo determinati la 12 luni post-transplant (Figura 4C si 4D).
3.3. Evaluarea impactului Ac anti-RT1ATu pe functia grefei renale
in vederea construirii modelelor de regresie liniari pentru evaluarea capacititii predictive

individuale a Ac anti-RT)ATy asupra functiei grefei la 12,18 si 24 de luni post-transplant au
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fost selectate o serie de variabile cu rol de covariate, pentru care s-au efectuat ajustiri in modele

de regresie multivariata.
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Figura 4. Evolutia functiei renale la nivelul intregului lot i in functie de statusul Ac anti-
RT1ATu

Conform modelelor 1,2 si 3 de regresie liniard multivariatd Ac anti- RT| ATy preformati,

dar nu post-transplant sau de novo, reprezint3 un determinant semnificativ al functiei grefei la

12 luni post-transplant, producénd o scidere a RFGe cu 15.4 mi/min/1.73m? (B: 15.39, 95%

CI: -30.49 - -0.30, p=0.04) (Tabelul VII). Pentru a creste acuratetea, a fost creat un model de

regresie liniard integrat ce a inclus toate cele 2 categorii de anticorpi (Modelul 4). in urma

analizei acestui model s-a observat ca Ac anti- RT1 ATy preformati riman un determinant

semnificativ al funcfiei grefei la 12 luni post-transplant, independent de prezenta anticorpilor

post-transplant, inclusiv a celor formati de novo (Tabelul VIII).
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Tabel VII. Model de regresie liniard pentru evaluarea impactului Ac anti-RT1ATn

preformati, post-transplant si de novo asupra functia grefei la 12 luni post-transplant

Regresie liniara univariat Regresie liniard multivariati
{model neajustat) (model ajustat)
Tip model Variabile Coeficient 95% CI Valoare | Coeficient 95% CI Valoare
B P P P
Model | Ac anti-RT ATy preformati -15.02 -30.35- 0.30 0.05 -15.39 -30.49 - -0.30 0.04°
Model 2 Ac anti-RTiATn post-TR 4.48 -6.13- 15.19 0.40 2.78 -8.24-13.82 0.61
Model 3 Ac anti-RT AT de novo 8.93 -2.67- 20.53 0.12 4,97 -6.77-16.72 0.39

Tabel VIII. Model integrat de regresie liniard multivariati pentru evaluarea impactului

Ac anti-RT1ATn asupra functia grefei la 12 luni post-transplant

Model 4 Regresie liniari multivariatd (model ajustat)
Coeficient p 95% CI Valoare p

Variabile

Ac anti-RT1ATy; preformati -17.21 -32.97--0.45 0.04°

Ac anti-RT ATy post-TR 13.99 -16.91- 44.90 0.36

Ac anti-RT ATy de novo -10.76 -43.90-22.37 0.51

la 1,3, 6, 12 luni);

Meodel ajustat pentru urmatoarele variabile: primitor (varsta, gen, IMC, RFGe la 24h post-TR, HD, durata HD,

Ac anti-RT) ATy post-transplant, Ac anti-RT1ATu de novo), donator (vérsti, gen, tip), transplant (tacrolinemie

Analiza de regresie adresati efectului determinant al anticorpilor asupra RFGe la 18 si 24

de luni a relevat faptul cé atit Ac anti-RT;ATy; preformati, cét si Ac anti-RT)ATy post-

transplant, inclusiv cei de novo, nu influenteazi valoarea functiei grefei la intervalul de timp

mentionat (Tabelele IX si X).
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Tabel IX. Model de regresie liniari multivariatd pentru evaluarea Ac anti-RT1A T ca

determinant pentru functia grefei la 18 luni post-transplant

Model 5 Regresie liniard multivariatii (model ajustat)
Coeficient 95% C1 Valoare p
Variabile
Ac anti-RT:ATy preformati 4.75 -9.92-19.42 051
Ac anti-RTiATy post-TR 5.01 -11.35-21.39 0.53
Ac anti-RT|ATy; de novo -9.60 -26.86- 7.66 0.26
Model ajustat pentru urmétoarele variabile: primitor (vérsta, gen, IMC, RFGe la 24h post-TR, RFGe 1a 12
luni post-TR, HD, durata HD, Ac anti-RT1ATu post-transplant, Ac anti-RTiATn de novo), donator (varsta,
gen, tip), transplant (tacrolinemie la 1, 3, 6, 12,18 luni);

Tabel X. Model de regresie liniari multivariati pentru evaluarea Ac anti-RT1ATuca

determinant pentru functia grefei la 24 luni post-transplant

Model 6 Regresie liniari multivariati (model ajustat)
Coeficient 95% CI Valoare p
Variabile
Ac anti-RT\ATy preformati 4.75 -9.92-19.42 0.51
Ac anti-RT\ATn post-TR 5.01 -11.35-21.39 0.53
Ac anti-RT)ATy de novo -9.60 -26.86- 7.66 0.26
Model ajustat pentru urmatoarele variabile: primitor (vérsta, gen, IMC, RFGe la 24h post-TR, RFGe la 12
luni post-TR, HD, durata HD, Ac anti-RT1ATu post-transplant, Ac anti-RT)ATn de novo), donator (varsta,
gen, tip), transplant (tacrolinemie la 1, 3, 6, 12, 18, 24 luni},

3.4. Evaluarea impactului Ac anti-RT1ATu pe supravietuirea grefei renale

Incidenta pierderii grefei renale in cadrul studiului efectuat a fost de 7.5%. Timpul median
de la momentul transplantului pana la pierderea grefei a fost de 33 de zile (13-87.5). Cele doua
etiologii incriminate au fost sepsisul cu punct de plecare renourinar (3/5 cazuri) si tromboza de
arterd renald (2/5 cazuri). Pacientii din grupul cu pierdere a grefei au prezentat un IMC
semnificativ mai mare (26.5+ 2 vs 22.8%+ 2.9 ani, p=0.007), o median3 a timpului petrecut in
dializd mai mare [36 (31.5- 91) vs 17 (2.0- 40.5) luni, p=0.05], o valoare mediani a creatininei
in primele 48h post-transplant semnificativ mai mare [8.1 (6- 12.2) vs 3.6 (1.8- 5.7) mg/dl,
p=0.004] si un un TIR semnificativ mai mare [1005 (794- 1192.5) vs 681.5 (110-937.5) minute,
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p=0.01], comparativ cu pacientii din grupul cu grefa functionala. De asemenea, toti pacientii cu
pierdere a grefei au prezentat si functie intarziata a grefei (100% vs 3.2%, p<0.001) in primele

7 zile post-transplant (Figura SA-D).
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Figura 5. Caracteristicile pacientilor cu pierderea grefei

Avand in vedere faptul ci toate cazurile de pierdere a grefei au survenit in primele 3 luni
post-transplant, modelul de regresie Cox pentru testarea Ac anti-RT1ATn ca potentiali
determinanti asupra pierderii/supravietuirii grefei, a inclus doar subtipul de Ac anti-RT|ATy
preformati, anticorpii post-transplant fiind evaluati la 12 luni post-transplant consecutiv
producerii evenimentului de interes. in urma analizei de tip Cox multivariati, singura variabila
care a prezentat un trend de asociere cu pierderea grefei a fost functia intarziata a grefonului in
primele 7 zile post-transplant (HR=18.48, 95% CI: 0.59-57.10, p=0.09), in timp ce prezenta Ac
anti-RT ATy preformafi nu a fost identificatd ca un factor de risc pentru pierderea grefei
(HR=1.36, 95% CI: 0.10-14.09, p=0.80) (Tabelul XI).
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Tabel XI. Analizi de regresie tip Cox pentru identificarea factorilor de risc asociati

cu pierderea grefei

Regresie univariati tip Cox Regresie multivariati tip Cox
Variabile HR 95% CI Val. p HR 95% Cl1 Val. p
IMC primitor 1.44 1.07-1.94 0.01° 0.98 0.49-1.95 0.96
Creatinind 24-48h .44 1.11-1.87 0.005° 1.27 0.78-2.05 0.32
post-TR
TIR 1.004 1.061- 1.007 0.03° 1.002 0.99-1.008 0.60
Functie intarziatd a 52.92 5.83-479.67 <0.001° 18.48 0.59-57.10 0.09

| grefei

Ac anti- RTH)ATy 2.07 0.23-18.52 0.51 1.36 0.10-14.09 0.80
preformati > 10 U/mL

Rata de supravietuire a grefei renale identificata la nivelul intregului lot a fost de 95.5%
la 1 lung, 92.5% la 3 luni, mentindndu-se la aceastd valoare la 6, 12, 18 si 24 de luni post-
transplant, timpul de urmarire median al pacientilor fiind de 23.5 luni (21.0-27.5) (Figura 6A).
Evaluarea ratei de supravietuire a grefei conform statusului Ac anti-RT1ATy a reflectat o
supraviefuire de 95% la 1 lund si 93.3% la 3, 6, 12, 18 si 24 de luni post-transplant in cazul
pacientilor fird Ac anti-RT1ATu preformati, respectiv 85.7% la intervalele de timp mentionate
in rindul pacienfilor cu Ac anti-RT|ATy preformati, fard evidentierea unei diferente

semnificative statistic (Log-Rank test, p=0.49) (Figura 6B).
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4. Discutii

Abordarea diagnostici a rejetului in Centrului de Uronefrologie si Transplant Renal din
Institutul Clinic Fundeni se bazeazd strict pe efectuarea biopsiilor la indicatie, biopsiile de
protocol nefiind practicate. Acest considerent impreund cu gradul de imunizare scézut al
pacientilor s1 durata relativ scurtd de urmdérire pot explica partial lipsa rejetului in lotul analizat.
Astfel, rezultatele obtinute in studiul nostru se aliturd unei serii de observatii provenite din studii
anterioare, in care nu s-a dovedit o asociere intre prezenta acestor anticorpi si aparitia rejetului
mediat umoral sau celular. Un alt aspect care ar putea sa justifice aceste diferente poate deriva
si din design-ul diferit al studiilor. Un studiu prospectiv, precum cel realizat in cadrul cercetérii
doctorale, poate limita aparitia numaérului de evenimente in timp ce unul retrospectiv poate
supraestima evenimentele datorité riscului mare de bias de selectie. Singura biopsie realizati la
indicatie, n cadrul studiului, a aritat un diagnostic de nefropatie membranoasi, la momentul
respectiv neexistdnd Ac anti-RT1ATn, dar acestia au fost identificati ulterior, la 2 luni de la
momentul biopsiei. Cronologia evenimentelor pune in evidentd mai degraba potentialul rol al
anticorpilor ca marker lezional, apérufi consecutiv leziunilor produse de nefropatia
membranoasa.

O observatie evidentiatd In cadrul studiului tine de asocierea Ac anti-RT1ATy preformati
cu o degradare semnificativa a functiei grefei la 12 luni post-transplant. Mai mult, Ac anti-.
RT\ATy preformati au fost identificati ca factor de risc independent pentru functia scizuti a
grefei la 12 luni post-transplant. Astfel, studiul nostru confirmé impactul negativ precoce al Ac
anti-RT ATy preformati pe functia grefei la 12 luni post-transplant, observat in studii anterioare
[32,33]. Impactul anticorpilor asupra functiei renale a fost evaluat in absenta rejetului dovedit
prin biopsie. Rezultatele obtinute sunt asemanatoare cu cele publicate de Pearl, care a evidentiat
o functie a grefei semnificativ mai scazuta la pacientii cu Ac anti-RT ATy pozitivi pe parcursul
primilor 2 ani post-transplant, in absenta leziunilor de rejet [34]. Mecanismul fiziopatologic
potential implicat in scenariul degradérii functiei renale la pacienfi cu Ac anti-RT ATy, in
absenta rejetului, poate fi mediat de continuumul reprezentat de inflamatie si fibroza, stimulat
de actiunea anticorpilor la nivelul RT{ATy [34,35]. Desigur, o concluzie finald nu poate fi trasaté
in lipsa efectudrii biopsiei de grefa.

Incidenta pierderii grefei in lotul analizat a fost de 7.5%, aceasta survenind in primele 90

de zile de la momentul implantirii, iar principalele 2 cauze au fost reprezentate de infectii si

37



tromboze ale arterei renale. Ac anti-RT1ATy nu au fost asociati cu pierderea sau supravietuirea
grefei pe parcursul perioadei de urmdrire. Experientele anterioare, din cadrul studiilor cu timp
de urmarire cuprins intre 12-36 de luni, au aritat anumite date similare cu cele observate in
cadrul studiului doctoral. Banasik a identificat o supravietuire a grefei aseminitoare (85%) cu
cea observatd de noi la pacientii cu Ac anti-RT)ATy preformati (85.7%) la 12 luni post-
transplant, dar, spre deosebire de studiul nostru, aceasta a fost semnificativ mai scizuti decat in
cazul pacientilor fiird anticorpi [32]. Malheiro a identificat o supravietuire a grefei mai scizuti
in cazul acestor pacienti, de ~80% la 12 luni i 75% la 24 luni-post-transplant{17]. Giral a
demonstrat in studiul siu ¢ nu existd diferente in termeni de pierdere sau supravietuire a grefei
in primii 3 ani de urmdrire post-transplant intre pacientii cu si fird anticorpi preformati [16). De
asemenea, Gareau nu a observat nicio diferent in ceea ce priveste supravietuirea grefei in primii
2 ani post-transplant [36]. Studiile cu timp de urmairire > 5 ani au dovedit un impact negativ
semnificativ pe supravietuirea grefei in cazul pacientilor cu Ac anti-RT1ATy pozitivi. Astfel,
impactul Ac anti-RT,ATy asupra supraviefuirii grefei poate fi influentat de timpul de urmdrire

si numarul de pacienti inrolati.
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Concluzii si contributii personale

1. Concluzii

Transplantul renal riméane metoda electivd de tratament substitutiv a functiei renale la
pacientii cu boald cronica de rinichi in stadiul final, fiind superioard dializei cronice, dar
succesul acestel proceduri este grevat in principal de aparitia formelor de rejet mediat umoral.
Implicarea Ac anti-RT1ATy; in fiziopatologia rejetului a determinat un interes major, dar
dovezile limitate si uneori contradictorii, legate de prevalenid, valorile prag utilizate pentru
detectie, asocierea cu fenotipuri diferite de rejet si functia grefei au limitat implementarea lor in
practica medicald. Cu toate acestea, acumularea de date privind Ac anti-RT1ATy la pacientii
transplantati renal provenite din studii heterogene §i evidenfierea particularititilor la nivel
populational poate oferi o0 abordare complementari a riscului imunologic si poate contribui la
implementarea lor in practicd. Cercetarea doctorald s-a focalizat pe caracterizarea
epidemiologica a Ac anti-RT ATy, analiza factorilor de risc asociati, evaluarea aspectelor
histopatologice in contextul rejetului mediat umoral si a rolului prognostic al acestor anticorpi
asupra functiei §i supravietuirii grefei renale, pentru prima dati, pe un lot de pacienti
transplantati renal in Romadnia, in cadrul Centrului de Uronefrologie si Transplant Renal al
Institutului Clinic Fundeni.

in cadrul primului studiu doctoral, analizénd o cohorta de 67 de pacienti transplantati renal
curisc imunologic relativ scazut si folosind o valoare de cut-off pentru pozitivitatea anticorpilor
> 10 U/ml, am demonstrat faptul ci 10.4% dintre acestia prezintd Ac anti-RT;ATy preformati
sl am observat o incidentd a Ac anti-RT1ATy la 12 luni post-transplant de 25.8%. Subcategoria
de novo a Ac anti-RT; ATy post-transplant a fost raportatd cu o incidenti de 19.3%, in timp ce
anticorpii persistenti au fost observati la numai 6.5% dintre pacienti. Evaluarea dinamicii Ac
anti-RT AT\ a ardtat cd 57.1% dintre pacientii cu anticorpi preformati au avut un titru persistent
post-transplant si 28.6% au prezentat seroconversie negativi. Nu a fost stabiliti o relatie
cronologica sau fiziopatologicd cauzali intre Ac anti-RT;ATy si Ac anti-HLA specifici anti-
donor. Am demonstrat faptul ci prezenta anticorpilor preformati nu este influentatd de factori
demografici, comorbiditafi, etiologia bolii cronice de rinichi, modalitatea de supleere a functiei
renale anteriord transplantului, statusul infectios, factorii clasici pro-imunizanti, dislipidemie,

hiperglicemie sau de valorile crescute ale ureei pre-transplant. Referitor la factorii de risc
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asociati dezvoltarii Ac anti-RT; ATy post-transplant am arétat faptul ci utilizarea tacrolimusului
cu eliberare imediati, tratamentul de inductie cu globulind anti-timocit si un numar > 4 MM
intre primitor si donator reprezinti factori de risc independentipentru dezvoltarea anticorpilor
post-transplant. in mod particular, utilizarea globulinei anti-timocit a fost sigurul factor de risc
independent asociat cu formarea Ac anti-RTATi de novo. Capacitatea prognostica a acestor
factori de risc a reflectat o putere predictiva cu o acuratete buna.

in cadrul celui de al doilea studiu doctoral, analizind aceeasi cohorta de pacienti, nu a fost
identificat niciun caz de rejet dovedit histologic pe parcursul perioadei de urmarire. Astfel,
caracterizarea leziunilor histopatologice de rejet mediate de Ac anti-RT ATy si rolul acestor
anticorpi in rejetul umoral nu au putut fi demonstrate. Evolutia RFGe in functie de statusul Ac
anti-RT1ATn a reflectat faptul ci prezenta anticorpilor preformati se asociazi cu o functie a
grefei semnificativ mai degradati la 12 luni post-transplant. fn mod contrar, prezenta Ac anti-
RT1ATu post-transplant nu a influentat dinamica functiei grefei. Mai mult, Ac anti-RT1ATy
preformati, dar nu si cei post-transplant, au fost identificati ca predictori independenti ai functiei
grefei, producind o scidere semnificativdi a RFGe cu 15.4 ml/min/1.73m? la 12 luni post-
transplant. Incidenta pierderii grefei in cadrul acestui studiu a fost de 7.5%, pierderea
ireversibilda a functiei renale la acesti pacienfi avdnd avut loc in primele 90 de zile post-
transplant, secundar unor complicatii infectioase sau trombozelor de arterd renald. Desi cu
impact pe functia grefei la 12 luni, prezenta Ac anti-RT)1ATn preformati nu a fost identificata ca
factor de risc pentru pierderea grefei. Nu a fost observati o diferent3 semnificativa a ratei de
supraviefuire a grefei in functie de statusul Ac anti-RT ATy preformati. Concluziondnd, Ac
anti-RT1 ATy preformati reprezintd un determinant important al functiei grefei la 12 luni post-
transplant, dar nu influenteaza pierderea sau supraviefuirea grefei in primele 24 de luni post-
transplant, in timp ce Ac anti-RT AT dezvoltati post-transplant nu influenteaza niciunul din
end-point-urile mentionate anterior.

Studiul doctoral prezintd anumite limitéri care pot influenta aparitia evenimentelor de
interes: numarul relativ mic de pacienfi inrolafi, desfisurarea unicentrica, timpul scurt de
urmdrire, riscul imunologic mai scézut al pacientilor decét in alte studii si efectuarea biopsiilor
strict la indicatie. In acest context, impactul semnificativ al Ac anti-RT; ATy preformati asupra
functiei grefei, in lipsa rejetului dovedit histologic, trebuie interpretat cu atentie. Studiul nu ofera

informatii despre dinamica Ac anti-RT|ATn detectati la 12 luni post-transplant, aceasta urméand
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a fi evaluat In cadrul analizei post-doctorale la 24, 36 si 48 de luni pentru toti pacientii care
ating aceste intervale de urmdrire.

Evaluarea imunologicé centrata strict pe detectia Ac anti-HLA ofer# o imagine incompleta
asupra riscului imunologic si a probabilititii de a dezvolta rejet sau al degradirii functiei grefei.
Implementarea screening-ului pentru determinarea Ac anti-RTi1ATi preformati la candidatii
primitori va contribui la o evaluare complementari a riscului imunologic. Testarea serologica,
impreund cu efectuarea biopsiilor de protocol la pacienfii cu anticorpi pozitivi poate
individualiza atitudinea terapeuticd, respectiv ar putea preveni injuria grefei mediatd de acesti
anticorpi. De asemenea, evaluarea la intervale regulate a Ac anti-RT ATy post-transplant poate
identificd pacientii la risc de a dezvolta rejet sau disfunctie de grefa si impune o urmirire
riguroasd a functiei renale. Aceste aborddri ar putea aduce un real beneficiu in ceea ce priveste

functia si supravietuirea grefei pe termen scurt si lung.

2. Contributii personale

Cercetarea doctorald a adus o serie de contributii proprii domeniului investigat. Studiul
realizat In cadrul cercetdrii doctorale este primul care evalueazi Ac anti-RT ATy pe un egantion
de pacienti transplantafi renal din Roménia. De asemenea, design-ul prospectiv al studiului a
oferit posibilitatea unei monitoriziri cu acuratete superioara, a redus supraestimarea incidentei
Ac anti-RT AT si a riscului de bias de selectie in ceea ce priveste pacientii si evenimentele de
interes. Utilizarea unor metode de analizi statisticd avansatd, a crescut puterea statistica a
factorilor de risc identificati. O alta particularitate evidentiata in cadrul studiului doctoral a fost
reprezentatd de identificarea Ac anti-RT ATy preformati ca determinant independent al
degradirii semnificative a functiei grefei la 12 luni post-transplant, in absenta rejetului dovedit
histologic. Deopotriva, utilizarea globulinei anti-timocit, utilizarea tacrolimusului cu eliberare
imediata §i un numar > 4 MM au fost descrise pentru prima daté ca factori de risc independenti
pentru dezvoltarea anticorpilor post-transplant. In plus, folosirea unei analize de predictie a
crescut acuratefea capacitatii prognostice a factorilor de risc identificati. Un alt aspect distinct,
neraportat pand la acest moment, a fost asocierea dintre prezenfa Ac anti-RT1ATy de novo si
nefropatia membranoasd, cronologia evenimentelor subliniind mai degraba potentialul rol al
anticorpilor ca marker lezional, apdruii consecutiv leziunilor produse de nefropatia

membranoasa.
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