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CAPITOLUL 1. IPOTEZA SI OBIECTIVELE STUDIULUI

Rezistenta organismului in fata agentilor patogeni strdini este realizata, printre
altele, prin actiunea sistemului imun care are un rol complex: aparare impotriva
infectiilor, actiune antitumorald, reparare tisulard. Pe de altd parte, in cazul unei
functionari imune defectuoase, poate apare inflamatia cronicd cu consecinte
importante asupra morbiditatii sau chiar asupra mortalitatii pacientilor [1].

Organismul se apara impotriva diversilor patogeni din mediul inconjurator prin
barierele fizice (de la nivelul pielii, mucoaselor etc) prin actiunea celulelelor implicate
in imunitatea Tnndscutd (limfocite natural killer, complement sau celule fagocitare)
sau prin imunitatea dobandita (reprezentata de actiunea limfocitelelor B si T) [2,3,4].

Dintre patologiile asociate practicii medicale una dintre cele mai frecvente este
cea renald. Rinichiul este conectat cu majoritatea sistemelor din organismul uman,
patologia renald fiind extrem de variatd, cu repercusiuni asupra altor aparate si
sisteme, sistemul imun si sistemul cardiovascular fiind dintre cele mai importante
sisteme afectate [4].

Boala cronicd de rinichi este definitd ca fiind o afectare renald structurala
(albuminuria peste sau egald cu 30 mg/zi) sau functionald (GFR sub 60
ml/min/1,73m?) prezente 3 sau peste 3 luni. Acest interval de timp face diferenta intre
o boald renala cronica si injuria renald acuta [5].

Stadializarea actuald a bolii cornice de rinichi include, pe langa pacientii cu GFR
scazut si pe aceia care au functie renald bund dar au modificari cronice la nivelul
sumarului de urind sau prezintd modificari radiologice compatibile cu o afectare
renald cronicd, ireversibila. Stadiul 1 reprezintd pacientii cu GFR normal dar cu
afectare renald cronicd evidentiata prin microalbuminurie, proteinurie, hematurie sau
modificari radiologice, in stadiul 2 sunt inclusi pacientii cu afectare usoara GFR intre
89-60 ml/min/1,73 m? avand de asemenea modificari cronice la nivelul sumarului de
urind sau radiologice, stadiul 3 are doud componente: 3a cu GFR intre 59-45
ml/min/1,73 m? si 3b cu GFR intre 44-30 ml/min/1,73 m?, stadiul 4 GFR intre 29-15
ml/min/1,73 m? si stadiul 5 GFR sub 15 ml/min/1,73 m2 In stadiul 5 de boala cronici
de rinichi se iau in considerare tratamentul prin dializa sau transplantul renal pentru a

sustine viata acestor pacienti [6].



Afectarea imunitatii la pacientul cu insuficientd renald este caracterizatd atat prin
cresterea receptivitatii la infectii, rezultatul fiind aparitia unei imunodeficiente precum
si prin prezenta unei inflamatii cronice secundara activarii sistemului imun. Asistam,
in cazul pacientilor cu boald cronica de rinichi, la un dezechilibru intre factori pro si
antiinflamatorii si intre factori pro si antiapoptoza [7].

Pacientii cu boala cronica de rinichi prezintd, pe de o parte, o activare cronica a
sistemului imun, inflamatie cronicd, ceea ce duce la arterioscleroza si cresterea
incidentei bolilor cardiovasculare, pe de alta parte o imunodeficienta tradusa printr-un
raspuns imun scdzut secundar vaccindrii precum si o susceptibilitate crescutd la
infectii [4].

Ipoteza initiald a cercetarii a fost faptul ca pacientii hemodializati cronic prezinta
modificari de distributie la nivelul celulelor sistemului imun fatd de pacientii uremici
nedializati sau fatd de subiectii sdnatosi. De asemenea am presupus ca o parte dintre
modificarile de imunitate aparute pe parcursul evolutiei bolii cronice de rinichi se
amelioreaza, sau din contra, se agraveaza odata cu initierea hemodializei.

Obiectivul principal al acestei lucrari a fost identificarea, din punct de vedere
fenotipic, a modificarile aparute la nivelul leucocitelor implicate n raspunsul imun in
cazul pacientilor hemodializati cronic fatd de subiecti sanatosi si fatd de pacientii cu
boald cronicd de rinichi in stadiul 5 aflati Tnaintea initierii hemodializei. Pe baza
studiilor asemanatoare gasite 1n literatura de specialitate am discutat implicatiile
clinice ale modificarilor imunofenotipice identificate la nivelul loturilor studiate.
Importanta acestui studiu este data de patologia pacientilor cu boala cronica de rinichi
unde un factor declansator principal pentru afectiunile cardiovasculare si predispozitia
la infectii este reprezentat de o imunitate defectuoasa.

Studiul s-a axat pe cuantificarea acelor modificari ale celulelor implicate in
raspunsul imun care au fost dovedite, prin alte studii publicate, a fi esentiale 1n
dezvoltarea patologiilor cardiovasculare, in imunodepresie sau in imunosenescenta.
Pentru a identifica si a evalua populatiile celulare implicate in raspunsul imun s-au
folosit metode imunofenotipice prin flowcitometrie iar rezultatele au fost comparate

prin metode statistice.



CAPITOLUL 2: STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

in cazul GFR sub 45ml/min/1,73 m? riscul de mortalitate cardiovasculara creste cu
scaderea GFR [8]. Mortalitatea prin boli cardiovasculare creste de 20 de ori la
pacientul dializat cronic fata de populatia generald iar infectiile care apar la acesti
pacienti se soldeazd cu o mortalitate intre 12-22% [4,8]. In uremie atat incidenta
crescutd a bolilor cardiovasculare cat si riscul crescut de infectie sunt rezultatul unui
raspuns imun defectuos [4,8]. In stadiul final al bolii cornice de rinichi (GFR sub 15
ml/min) si in special la pacientii dializati, imbatranirea prematurd a sistemului imun,
pierderea functiei timusului, expansiunea limfocitelor T de memorie sunt factorii
importanti in aparitia patologiei secundare imunodepresiei la acesti pacienti [4].

Studiu publicat in 2016 de catre Fang-Fang Xiang et al efectuat pe un lot de 472
de pacienti cu boald cronica de rinichi in diferite stadii de evolutie evidentiaza o
scadere a numarului total de limfocite Tnainte de aparitia stadiului 5 de boala cronica
de rinichi [4,9]. De asemenea, acesta arata ca pacientii cu stadii avansate de boala
cronicd de rinichi prezinta, pe langd scaderea numarului total de limfocite, scaderea
procentului de limfocite B, cresterea procentului de limfocite NK, fard a putea
evidentia modificari In ceea ce priveste numarul total de leucocite, monocite,
limfocite T CD4+, limfocite T CD8+ sau a raportului CD4+/CD8+ [4,9].

In cazul pacientilor cu boala cronica de rinichi stadiul final numarul monocitelor
CD16+ este crescut si ar putea avea un rol in inflamatia sistemica si cresterea stresului
oxidativ observate la acesti pacienti [3,4]. De asemenea se observa o scadere la
nivelul rolului fagocitar al monocitelor pacientului uremic, acest lucru avand legatura
cu cresterea incidentei si severitatii infectiilor [3,4].

La pacientii dializati existd o corelatie pozitiva intre numarul de monocite
CD16+ si mortalitatea acestora, mai ales in cazul pacientilor cu boli cardiovasculare
preexistente [4,10]. In mod particular exista studii predictive pentru bolile
cardiovasculare la pacientii cu boald cronicd de rinichi in care s-a stabilit o corelatie
certd Intre cresterea numarului de monocite intermediare si aparitia bolilor
cardiovasculare [4,11].

Yen —Ling Chiu et al raporteaza in 2018 un studiu efectuat pe 412 pacienti
hemodializati care pune in evidentd o Tmbatranire accelerate a limfocitelor T si

monocitelor caracterizatd prin scaderea numadrului limfocitelor CD4+naive, CD8+



naive si cresterea numarului de monocite proinflamatorii CD16+. Aceste modificari
se asociazd cu varsta pacientilor dar si cu lungimea perioadei de cand acestia sunt
dializati (posibil prin expunerea prelungitd la mediul uremic) [4,12]. Studiul porneste
de la premiza ca pacientii dializati cronic prezintd multe similitudini legate de
modificarile fiziologice si cresterea morbiditatii si mortalitatii similare cu cele ale
persoanelor varstnice (printre acestea scdderea masei musculare, osteoporoza,
declinul functiilor cognitive, accelerarea bolilor vasculare si cresterea riscului de
deces explicate prin stresul oxidativ, acumularea toxinelor uremice si inflamatia
cronicd) [4,12,13]. Studiul a comparat cei 412 pacienti dializati cronic cu 57 de
pacienti vrastnici sanatosi. Pacientii dializati cronic prezintd scaderea procentului de
limfocite T naive CD4+ si CD8+ si cresterea nivelului procentual de CD8+ effector
memory si a nivelului procentual de limfocite T effector memory cu nivel ridicat de
diferentiere (TEMRA) [4,12].

Pandemia de COVID 19 a oferit oportunitatea de a vedea cum reactioneaza
sistemul imun al pacientilor cu boald cronicd de rinichi aflati in stadiul final in fata
provocdrii produse de aceasta maladie. COVID-19 este o boald deosebit de
contagioasd produsa de virusul SARS-CoV-2 care a aparut initial in China, regiunea
Wuhan in decembrie 2019, pentru ca apoi sa se raspandeascad rapid in toatd lumea
devenind pandemie si caracterizatd printr-o ratd crescutd de mortalitate in special n
cazul pacientilor varstnici sau cu comorbiditati nevaccinati.

In 2021 Michiel G.H. Betjes publica un articol referitor la severitatea infectiei
COVID asociatd uremiei. Inci de la inceputul pandemiei gravitatea cazurilor a fost
asociatd cu varsta Tnaintatd si prezenta comorbiditatilor. Printre acestea un rol
important in aparitia formelor severe de COVID si a mortalitatii acestor pacienti il
detine boala cronica de rinichi si mai ales pacientii care urmeaza tratament prin
metode de supleere a functiei renale si acei pacienti care au suferit un transplant renal
[14]. Dintre pacientii decedati peste 20% aveau boala cronica de rinichi [15].

O explicatie a numarului crescut de forme severe in cazul pacientului uremic ar fi
scaderea numarului de limfocite T naive si un declin functional la nivelul intregii
populatii de limfocite T. Un rol il poate avea si scaderea numarului de celule detritice
plasmocitoide [14]. Se produce astfel un clearance intarziat al virusului si o
expansiune a limfocitelor T de memorie prin stimulare prelungitd [14].Cresterea
numarului de limfocite de memorie T reactive asociatd cu scaderea eficientei functiei

limfocitelor Treg duc la incetinirea vindecarii infectiei virale[ 14].
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CAPITOLUL 3: METODOLOGIA DE CERCETARE

3.1 Obiectivele studiului

Studiul a fost initiat dupa ce au fost obtinute aprobarile comisiilor de etica din

Spitalul Universitar de Urgenta Bucuresti si din Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti,

acesta derulandu-se cu pacienti internati in ambele spitale care si-au dat in prealabil

acordul pentru participare prin semnarea acordului informat, de asemenea analizele

paraclinice au fost efectuate in laboratoarele ambelor spitale.

Detaliat, obiectivele acestui studiu includ:

Evaluarea imunofenotipicd, numerica sau procentuald a limfocitelor T, B
si a monocitelor incluzand subpopulatii reprezentative pentru raspunsul
imun

Am urmarit, in cadrul fiecarei populatii studiate, ponderea celulelor
activate sau a celulelor dovedite a fi implicate in inflamatia cronica
Compararea rezultatelor obtinute in cazul pacientilor hemodializati cronic
cu rezultatele obtinute in cazul subiectilor sanatoti si a pacientilor cu boala
cronica de rinichi stadiul 5 nedializati. De asemenea rezultatele pacientilor
cu boald cronicd de rinichi stadiul 5 nedializasi au fost comparate cu
rezultatele subiectilor sandtosi

Identificarea unor asocieri de tip corelatie pozitivd sau negative statistic
semnificative intre populatiile studiate

Corelarea modificarilor evidentiate cu literatura de specialitate, respectiv
cu alte studii asemanatoare, care asociaza aceste modificari cu dezvoltarea
patologiei cardiovasculare, cu aparitia imunodeficientelor sau a
imunosenescentei.

Evolutia, din punct de vedere imun, a pacientilor hemodializati cronic in
timpul unei infectii virale - pandemia de COVID care a aparut pe perioada
culegerii datelor studiului ne-a dat posibilitatea de a vedea cum
influenteazd o infectie virald profilul imun studiat in cazul pacientului

dializat cronic

Studiul este de tip observational analitic prospectiv de tip caz-martor si cuprinde

pacienti internati in Spitalul Clinic de Urgentd Bucuresti si Spitalul Universitar de

Urgenta in perioada 2020-2021 care au fost comparati cu subiecti sanatosi, fara boala

cronica de rinichi.



3.2 Loturile de studiu

Subiectii au fost impartiti n loturi: un lot de pacienti cu boala cronica de rinichi
stadiul 5 aflati In program de hemodializd cronicd in Spitalul Clinic de Urgenta
Bucuresti, un lot de pacienti cu boala cronica de rinichi stadiul 5 ininte de a fi initiati
in dializa, care au fost internati in Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti sau in Spitalul
Universitar de Urgentd Bucuresti si un lot de subiecti sanatosi, voluntari, care a
reprezentat lotul control.

Astfel au fost identificate 4 loturi de studiu:

1. lotul de pacienti dializati cronic care a cuprins 15 pacienti hemodializati cronic
de cel putin 1 an care erau deja in programul de dializd cronicd in spitalul
Clinic de Urgenta Bucuresti si care au fost comparati cu subiecti sdnatosi sau
cu pacienti uremici inainte de initierea dializei.

2. lotul de pacienti uremici care a cuprins 12 pacienti aflati in stadiul 5 de BCR,
internati in Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti sau in Spitalul Universitar de
Urgentd Bucuresti pentru initiere in programul de hemodializa cronica. In
cazul acetor pacienti hemogramele necesare analizei imunologice au fost
recoltate inainte de initierea dializei. Analizele la internare au ardtat un GFR
mediu de 4.35 ml/min/1,73 m”>cu limite intre 2,1 si 6,8 corespunzand unor
creatinine sanguine Intre 6,33 si 18,9 mg/dl, cu o medie de 11,45 mg/dl.

3. lotul martor care a cuprins 27 de subiecti sandtosi In cazul studiului
limfocitelor T (15 din baza de date a Spitalului Universitar de Urgenta care
aveau deja lucratd fenotiparea limfocitelor T la care s-au adaugat 12 noi
voluntari), 12 martori pentru studiul limfocitelor B si monocitelor care au fost
identificati in Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti. Subiectii sandtosi au fost
selectati in asa fel incat sa fie asemandtori ca sex sau varstd cu pacientii
dializati astfel ncat sa obtinem loturi omogene avand drept obiectiv reducerea
incidentei factorilor de confuzie.

Acestor 3 loturi initiale li s-a adaugat pe parcursul studiului un lot de pacienti
care au suferit de o forma medie de infectie Covid:

4. Lotul de 5 pacienti dializati cronic desprins din lotul 1 care au dezvoltat o
forma medie de infectie Covid 1n timpul studiului datorita carora am analizat
raspunsul imun al acestor pacienti In fata unei infectii virale extrem de bine

analizate in timpul pandemiei.



3.3 Protocolul studiului

Pentru a studia modificarile de imunitate aparute in diferite situatii se foloseste
metoda flowcitometricd prin care se pot diferentia diferitele subpopulatii limfocitare
si subtipurile monocitare astfel putdnd aprecia influenta uremiei asupra statusului
imun al pacientilor.

Testul folosit pentru analiza limfocitelor T este un test preformat, DuraClone
IM T cell subsets Tube, 25 tests, RUO (REF B53328). Acesta este un kit Beckman
Coulter — Dura Clone IM T subset si contine (anticorp/clona(fluorocrom):
CD45RA/2H4(FITC), CD28/CD28.2(ECD), CD279(PD1)/PD1.3.5(PC5.5),
CD197(CCR7)/G043H7(PE), CDS57/NCl1(PacificBlue), CD27/1A4.CD27(PC7),
CD4/13B8.2(APC), CD&/B9.11(A700), CD3/UCHT-1(APC-A750),
CD45/J33(Krome Orange) [16].

Pentru identificarea subtipurilor limfocitului B implicate in raspunsul imun: s-a
utilizat de asemenea un test preformat DuraClone IM B cell subsets Tube, 25 tests,
RUO (REF B53318). Acest kit Beckman Coulter — DuraClone IM B subset contine
(anticorp(clona)-fluorocrom): IgD(IA6-2)-FITC / CD21(BL13)-PE / CD19(J3-119)-
ECD / CD27(1A4CD27)-PC7 / CD24(ALB9)-APC / CD38(LS198-4-3)-APC-A750 /
IgM(SA-DA4)-Pacific Blue / CD45(J33)-Krome Orange [17].

Pentru studiul monocitelor s-au folosit urmatorii markeri de la suprafata
membranei: CD64, CD14, CD16, CD300e, HLADR. Anticorpii folositi in acest scop
sunt anticorp (clona) -fluorocrom: HLA-DR (L243) — V450/CD45 (HI30) —
OC515/CD36 (CLB-IVC7) - FITC/CD64 (10.1) — PE/CD300e (UP-H2) - APC/CD14
(MeP9) — APCH7/CD16(Fc-Granl)-FITC.

Pentru efectuarea analizelor de imunofenotipare am utilizat flowcitometrul
Gallios produs de Becton Dickinson, dotat cu 3 lasere, si 10 culori prin care se
determind marimea, tipul celulelor examinate si particularitatile fluorescente ale
acestora [18].

Sistemul de lasere este reprezentat de un laser albastru (488nm), un laser rosu
(638nm) si un laser violet (405nm). Aparatul detecteazd simultan 10 fluorescente
diferite ceea ce reprezintd 10 markeri simultani [18].

Protocolul de lucru pentru studiul leucocitelor implicate in raspunsul imun
cuprinde:
1. Stabilirea protocolului/panelului de anticorpi.

2. Recoltarea probei de sange periferic prin punctie endovenoasd, in vacutainer
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cu EDTA pentru hemoleucograma, si pastrarea probelor de sange la
temperatura camerei. Dupad colectarea probelor de sange acestea au fost
transportate in laborator la temperatura camerei.
3. Prelevarea unei cantitdti de 100 pl din proba (sange periferic) si introducerea
in tuburile Falcon / tuburi dry pentru paneluri cu anticorpii monoclonali
liofilizati in tub.
Marcarea cu anticorpi monoclonali 5-20 ul / tub.
Vortexare proba.

Incubare 15 minute la intuneric si temperatura camerei.

N vk

Lizarea hematiilor si fixarea membranei celulare +/- paraformaldehida (daca
se pastreaza proba mai mult timp) prin 2 metode:
a. cu ImmunoPrep, reactivul A, B si C

b. cu FACS Lyse Solution cate 500 pl

8. Introducerea tubului in citometru si efectuarea achizitiei cu software-ul de
achizitie al aparatului (citire in flowcitometru dupa procesarea cu ImmunoPrep
sau dupa 10—15-minute daca am folosit FACS Lyse solution).

9. Analiza probei cu control izotipic pentru fiecare fluorescentd utilizata si
fixarea limitelor cadranelor astfel incat cadranul 3 (dublu negativ) sa aiba cel
putin 98% dintre celule. Setarea canalelor de fluorescentd a fost realizata
folosind protocolul Harmonemia (Harmonemia: a universal strategy for flow
cytometry immunophenotyping—A FEuropean LeukemiaNet WPI0 study,
Leukemia volume 30, pages1769—1772 (2016).

3.4 Analiza statistica

Baza de date a fost intocmita pe baza fiselor efectuate pentru fiecare pacient in
parte, cu introducerea datelor clinice, biologice si paraclinice ca variabile.
Interpretarea statisticd a datelor a fost realizatd utilizand Microsoft Office Excel
pentru Windows 2007 si Jasp 0.14.1. O valoare p<0.05 a fost considerata relevanta
din punct de vedere statistic. Graficele au fost lucrate in Excel si Jasp.

Loturile studiate au fost mici dar pacientii au fost selectati dintr-o populatie
putin numeroasa, subiectii care au alcatuit loturile de studiu au indeplinit anumite

criterii de includere si excludere astfel incat acestea sa fie comparabile.



Pentru alegerea metodelor statistice corespunzatoare acestor loturi s-a avut in
vedere in primul rand cad datele obtinute au fost numerice astfel incat s-au utilizat
metode statistice adaptate acestui tip de date. Pentru studiul statistic s-a folosit t-test
pentru doud esantioane care este adecvat loturilor mici.

Pentru alegerea tipului de analiza utilizata: parametrica sau nonparametrica, s-a
avut In vedere faptul cd datele obtinute au fost independente, a fost utilizat testul
Shapiro-Wilk pentru toate loturile examinate pentru a verifica normalitatea distributiei
datelor si a fost utilizat testul Levene pentru a verifica, de asemenea, omogenitatea
variantei. Toate aceste teste au fost aplicate in programul Jasp inainte de a selecta
tipul de analiza statistica.

Pentru cazurile in care datele au avut o distributie normald si o variantd
omogena loturile caz-martor au fost analizate folosind testul Student. In cazul abaterii
de la normalitate sau in cazul unui test Levene care indicd variantd neomogena a fost
preferat testul nonparametric Mann-Whitney pentru doud esantioane pentru
compararea datelor cantitative nelmperecheate.

Pentru datele ,,in pereche,, s-a utilizat testul Student pentru perechi daca datele
au avut o distributie normala si testul Wilcoxon in cazul in care distributia nu a fost
normala.

Indicii de corelatie utilizati au fost de tip Spearman'’s rho, s-a preferat un test
nonparametric de corelatie deoarece nu toate seturile de date au avut o distributie

normald sau o variantd omogena.



CAPITOLUL 4: ANALIZA FENOTIPICA A
LIMFOCITELOR T

Conform instructiunilor de utilizare a panelului propus de firma Beckman Coulter
pentru cercetarea raspunsului imun mediat de limfocitele T am urmarit limfocitele T
naive care circula in sange dupa ce au parasit timusul cu expresie CD45RA+CCR7+,
limfocitele T care isi pierd expresia CD27 sau CD28 dupa expunere la antigene
straine devenind limfocite T effector antigen specific, limfocite T central memory cu
viatd lunga care exprima CD45RA-CCR7+, limfocite T effector memory cu expresie
CD45RA-CCR7- ambele asigurand un raspuns imun rapid antigen specific. Stadiile
terminale de diferentiere pentru limfocitul T au expresie CD45RA+CCR7- si sunt
descrise in literaturd ca celule TEMRA. Unii autori considerd celulele TEMRA ca
fiind celule efectoare diferentiate terminale care au proprietatea de a secreta interferon
gamma, au citotoxicitate ridicatd, capacitate de proliferare redusa si mare sensibilitate
la apoptoza [4,19]. Existd autori care descriu mai multe subgrupuri de celule TEMRA
in functie si de expresia CD27 si CD28, subclasele rezultate avand efecte specifice,
cele CD27-/CD28- fiind limfocitele T inalt citotoxice cu diferentiere tardiva [4,19].
Limfocitele TEMRA sunt identificate in sange in special pentru limfocitele T CD8+,
in schimb limfocitele TEMRA CD4+ sunt rar detectate in sange, apar in cazul
infectarii cu unele virusuri si se considera a avea rol protector [4,20].

Conform OMIP-069 CD57 este un indicator al senescentei celulare prezent la
nivelul limfocitelor T cu capcitate scazutd de proliferare. Receptorul inhibitor PD-1
este crescut la nivelul limfocitelor T activate [16,21,22,23].

Rezultatele studiului aratd, in ceea ce priveste numarul de limfocite, faptul ca
acestea scad semnificativ (p 0.012) in cazul pacientilor dializati cronic fatd de lotul
control iar scaderea este si mai accentuatd in cazul lotului de pacienti uremici fata de
control (p 0.002). Tendinta la scadere in cazul pacientilor uremici fata de dializati nu
are semnificatie statisticd (p 0.2). Limfopenia este consideratd in literaturd a fi
comuna pacientilor cu boala cronica de rinichi stadiul 5 [25] (figura 4.1).

Studiul publicat in 2016 de catre Fang-Fang Xiang et al efectuat pe un lot de 472
de pacienti cu boald cronicd de rinichi in diferite stadii de evolutie evidentiaza o
scadere a numarului total de limfocite Tnainte de aparitia stadiului final (5) de boala

cronica de rinichi [4,9].
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Figura 4.1: Reprezentarea grafica a numarului de limfocite intre cele trei loturi
studiate

Numirul de limfocite T are aceeasi tendintd ca si in cazul limfocitelor totale. In
cazul pacientilor dializati numarul scade semnificativ statistic (p 0.007) fata de lotul
control iar in cazul pacientilor uremici nedializati scaderea este mai accentuate (p sub
0.001). Desi numarul de limfocite T are tendinta la sciddere in cazul pacientilor
uremici fatd de dializati aceastd scddere nu are semnificatie statistica (p 0.1).
Apoptoza limfocitelor T, crescutd in uremie, ar putea explica limfopenia,

imunodeficienta si riscul crescut de infectii al acestor pacienti [7] (figura 4.2).
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Figura 4.2: Reprezentarea grafica a numarului de limfocite T intre cele trei
loturi studiate

Numarul de limfocite T CD4+ este scazut semnificativ in cazul pacientilor
dializati (p 0.003) si uremici (p sub 0.001) fatd de control, fard sa existe diferente
semnificative Intre numarul de limfocite T CD4+ intre loturile dializat/uremic (p 0.2)
(figura 4.3).. Numarul de limfocite T CD8+ nu variaza semnificativ intre loturile
dializat/control (p 0.2) sau intre loturile dializat/uremic (p 0.1) dar scad semnificativ
statistic in cazul pacientilor uremici fatd de lotul control (p 0.01) (figura 4.3). Un
studiu asemanator publicat in 2020 de catre Sampani E. et al care compara pacienti
uremici la intrarea in dializd cu un lot control si aceeasi pacienti la 6 luni dupa

initierea dializei, descrie acelasi lucru, scaderea semnificativdi a numadrului de
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Limfocite T CD4+ abs

limfocite T CD4+ si CD8+ la intrarea 1n dializd (pacienti uremici inainte de
efectuarea dializei) fata de lotul control [24]. In cazul pacientilor uremici, secundar
inflamatiei cronice, stresului oxidativ, malnutritiei apare o involutie ireversibild a
timusului avand rezultat scdderea numarului total de limfocite T CD4+ si a expresiei

CD28 de la suprafata limfocitelor [25].
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Figura 4.3: Reprezentarea grafica a numarului s de limfocite T CD4+ si CD8+ intre
cele trei loturi studiate
Desi din punct de vedere statistic nu exista diferente semnificative in ceea ce
priveste raportul limfocitelor T CD4+/CD8+ intre loturile studiate daca calculam
procentele de valori subunitare rezultd ca 14.8% dintre subiectii lotului control au
avut raport subunitar, 26.6% dintre pacientii dializati cronic au avut raport subunitar
si 25% dintre pacientii uremici nedializati de asemenea au avut raport subunitar.
Numarul de limfocite T CD4+ central memory scade nesemnificativ la
pacientii dializati fata de lotul control (p 0.2) dar scaderea este semnificativa (p 0.05)
la pacientii uremici fatd de lotul control. Scdderea numarului de limfocite central
memory in cazul pacientilor uremici fatd de cei dializati cronic este nesemnificativa

statistic (p 0.2) (figura 4.4)
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Figura 4.4 : Reprezentarea grafica a numarului de limfocite T CD4+ Central
memory intre cele trei loturi studiate
Numarul de limfocite T CD8+ central memory scade in cazul pacientilor
dializati cronoc fatd de control (p 0.7), in cazul pacientilor uremici fatd de control (p
0.2) si in cazul pacientilor uremici fatd de cei dializati cronic (p 0.4) fara ca aceste

diferente sa fie semnificative din punct de vedere statistic. (figura 4.5)
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Figura 4.5: Reprezentarea grafica a numarului de limfocite T CD8+Central

memory intre cele trei loturi studiate

Numarul de limfocite T central memory se coreleazd pozitiv si va scadea
odatd cu scidderea numarului de limfocite, a numarului de limfocite T sau CD4+
respectiv CD8+ ceea ce se coreleaza cu literatura.

Exprimarea procentuald aratd insd in cazul limfocitelor T CD4+ central
memory un procent crescut semnificativ statistic (p 0.003) la pacientii dializati cronic
fatd de lotul control si la pacientii uremici nedializati fata de lotul control (p 0.001).
Nu exista diferente intre loturile uremic si dializat cronic (p 0.89). In cazul
limfocitelor T CD8+ central memory nu exista diferente semnificative intre loturile
studiate.

Aceleasi rezultate apar in studiul efectuat pe 412 pacienti cu boald cronica de
rinichi in stadiul final versus 57 de subiecti sanatosi publicat de Chiu Y-L et al: daca
ne uitdm in tabelul care centralizeaza rezultatele vedem ca procentul de limfocite
CD4+ central memory creste semnificativ la pacientii dializati cronic fata de lotul
control pe cand numarul absolut nu variaza semnificativ in cazul limfocitelor T CD4+
si CD8+ central memory fata de lotul control [12].

Procentul de Limfocite T CD4+ effector, care corespund fenotipului CCR7-
CD45RA+ si apar in literatura drept celule TEMRA, este mic, aceste celule nu sunt
numeroase, scad semnificativ la pacientii dializati cronic fata de lotul control (p 0.01)
si este scazut semnificativ la pacientii uremici fata de lotul control (p 0.003). Intre
pacientii uremici si cei dializati cronic nu exista diferente semnificative (p 0.98). In
ceea ce priveste procentul de limfocite T CD8+ TEMRA acesta apare mult crescut la
pacientii dializati cronic fatd de lotul control (p 0.009), desi uremicul are mai putine
limfocite T CDS8+ effector fatd de pacientii dializati cronic procentele nu sunt
semnificativ diferite statistic (p 0.09) iar intre lotul control si cel al pacientilor uremici

nu par sa fie diferente semnificative (p 0.7). Prin imbatranirea prematura a sistemului
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imun, la pacientul dializat cronic, apar mai multe limfocite T de memorie nalt
diferentiate care au o actiune proinflamatorie destabilizand placa aterosclerotica si
mentinand statusul de inflamatie cronica la pacientul uremic [7]. In studiul publicat
de Chiu Y-L apare o crestere semnificativa atat a numarului cat si a procentului de
limfocite CD8+ diferentiate terminal la pacientii cu boala cronica de rinichi stadiul 5.
In schimb numarul si procentele de limfocite T CD4+ diferentiate terminal nu par a fi

influentate semnificativ de boala cronica de rinichi [12]. (figura 4.6)
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Figura 4.6 : Reprezentarea grafica a procentului de limfocite T CD4+ si CD8+
TEMRA (effector) intre cele trei loturi studiate
Procentul de limfocite CD4+ naive scade semnificativ in cazul pacientilor
dializati cronic fatd de lotul control ( p sub 0.001), de asemenea acest procent este
scazut semnificativ in cazul pacientilor uremici fatd de lotul control (p sub 0.001).
Intre loturile uremic si dializat cronic nu existd diferente semnificative (p 0.9). Si in
cazul limfocitelor T CD8+ naive apare o scadere semnificativa statistic in cazul
pacientilor dializati cronic fatd de lotul control (p 0.01) si o sciddere semnificativa

statistic in cazul pacientilor uremici fata de lotul control (p 0.002)(figura 4.7)
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Figura 4.7 : Reprezentarea grafica a procentului de limfocite T CD4+ si CD8+
Naive intre cele trei loturi studiate

Studiul publicat in 2018 de Chiu Y-L evidentiaza o scadere procentuala si

numericd semnificativa atat a limfocitelor T CD4+ naive cat si a limfocitelor T CD8+
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naive, acestea din urma, impreuna cu cresterea procentului de limfocite T CD8+
TEMRA la pacientii cu boald cronica de rinichi in stadiul final fiind considerate
elemente importante in diagnosticul imunosenescentei implicate in procesul de
ateroscleroza [12].

In cazul limfocitelor T CD4+CD57+ se observd o crestere procentuald
semnificativa la pacientii dializati cronic (p 0.01) si pacientii uremici (p 0.02) fata de
lotul control in timp ce intre pacientii uremici si cei dializati cronic nu exista diferente
(p: 1). In cazul limfocitelor T CD8+CD57+ cresterea procentuald in cazul pacientilor
dializati cronic este nesemnificativa (p 0.6) fatd de lotul control, la fel pacientii
uremici au nesemnificativ mai multe procente de limfocite T CD8+CDS57+ fata de cei
dializati cronic (p 0.1) iar pacientii uremici nedializati au un procent semnificativ mai

mare fata de lotul control (p 0.03). (figura 4.8)
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Figura4.8 : Reprezentarea grafica a procentului de limfocite T cd4+ si
CD8+CD57+ intre cele trei loturi studiate

In cazul limfocitelor T CD4+CD27-CD28- se observi o crestere procentuali
semnificativa statistic in cazul pacientilor dializati cronic fata de lotul control (p0.02),
de asemenea pacientii uremici au semnificativ mai multe limfocite T CD4+CD27-
CD28-fata de lotul control (p 0.01). Loturile dializat cronic si uremic nedializat nu au
fost diferite din punct de vedere statistic (p 0.6). In ceea ce priveste limfocitele T
CD8+CD27-CD28- acestea cresc semnificativ in cazul pacientului dializat cronic fata
de lotul control (p 0.02), crestere care se repeat in cazul pacientului uremic fata de
control (p 0.004). Cresterea n cazul pacientilor uremici fatd de cei dializati cronic

este nesemnificativa statistic (p 0.3)
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Figura 5.16 : Reprezentarea grafica a procentului de limfocite T CD4+ si
CD8+CD27-CD28- intre cele trei loturi studiate
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In studiul nostru in cazul pacientilor aflati in program de hemodializa varsta se
coreleaza doar cu procentul de limfocite naive, in schimb procentele crescute de
limfocite senescente, proinflamatorii, differentiate terminal se coreleaza intre ele dar
sunt independente de varstd ceea ce pledeaza pentru imunosenescenta pacientilor

dializati independent de varsta acestora.
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CAPITOLUL 5: ANALIZA FENOTIPICA A
LIMFOCITELOR B

Numarul de limfocite B nu difera din punct de vedere statistic intre pacientii
dializati si lotul control (p:0,981), intre pacientii dializati si cei uremici (p: 0,683) sau
intre lotul control si pacientii uremici (p:0,669)

In ceea ce priveste limfocitele B de tranzitie din punct de vedere statistic nu
existd corelatie semnificativa intre pacientii din lotul control si cei dializati cronic
(p:0,82). Pacientii uremici au un procent semnificativ statistic mai mic de limfocite de
tranzitie fatd de cei dializati (p:0,04) iar fatd de lotul control scdderea este de
asemenea semnificativa din punct de vedere statistic cu un p sub 0,001. Deci pacientii
uremici au semnificativ mai putine limfocite B de tranzitie ceea ce pare si se
corecteze odata cu initierea dializei cronice.

In ceea ce priveste limfocitele B naive daci analizim din punct de vedere
statistic lotul dializat fatd de control se remarcd un procent crescut semnificativ
(p:0,03) de limfocite B naive in lotul de pacienti dializati. De asemenea pacientii aflati
in program de hemodializa cronicd au un procent semnificativ mai mare (p:0.05) de
limfocite B naive fatd de pacientii uremici. In ceea ce priveste lotul pacientilor cu
boala cronica de rinichi in stadiul final nedializati nu exista diferente semnificative
fatd de lotul control (p:0,893). Aceste rezultate evidentiaza cresterea procentului de
limfocite B naive doar in cazul pacientilor dializati crestere care nu se regaseste si la
pacientii uremici. (figura5.1). Studiile efectuate pana in prezent descriu un procent de
limfocite B imature mai mare la pacientii dializati cronic fatd de cei uremici care se
confirm in cazul studiului nostru atat pentru limfocitele de tranzitie cat si pentru cele

naive [26]
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Figura 5.1: reprezentarea grafica a celor trei loturi de limfocite B naive.
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Procentul de limfocite B unswitched este crescut semnificativ la pacientii
uremici fatd de cei aflati in program de hemodializa (p: 0,005) si fata de lotul control
(p:0,035) in timp ce intre loturile de pacienti dializati si lotul control nu exista
deferente semnificative din punct de vedere statistic (p 0.3) desi pacientul dializat
tinde sa aiba mai putine limfocite B unswitched fata de grupul control (figura 5.2).Cu
alte cuvinte limfocitele B unswitched sunt crescute la pacientii uremici inainte de
inceperea dializei si prezinta o scddere important odata cu intrarea in hemodializa.

In cazul procentul de limfocite B switched ~ din punct de vedere statistic nu se
constatd diferente semnificative 1intre loturile studiate: p:0,217 pentru loturile

control/dializat, p:0,139 pentru loturile dializat/uremic si p: 0,887 pentru loturile

control/uremic
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Figura 5.2: reprezentarea graficd a limfocitelor B unswitched si switched in
cazul celor trei loturi studiate

Daca analizdm din punct de vedere statistic diferentele dintre loturile
dializat/control, uremic/dializat si  uremic/control pentru limfocitele B
CD21lowCD38low se observa faptul ca intre loturile de pacienti dializati si control nu
existd o diferentd semnificativa statistic (p:0,103) in schimb pacientii uremici
nedializati au un procent semnificativ mai mare (p:0,010) de limfocite B
CD21lowCD38low fata de pacientii dializati si nesemnificativ mai mare (p:0,143)
fatd de control posibil fiind un indicator de inflamatie cronica a acestor pacienti. Cu
alte cuvinte, odatd cu inceperea hemodializei ca metoda de tratament procentul de
limfocite B CD21lowCD38low prezintd o scadere semnificativa in cazul pacientilor

dializati (figura 5.3).
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Figura 5.3: Reprezentarea grafica a limfocitelor B CD21lowCD38low a celor
trei loturi studiate
Procentul de plasmoblasti este scdzut semnificativ in cazul pacientilor uremici
fatd de pacientii dializati dar nu si fatd de lotul control fatd de care prezintd de
asemenea un procent mai mic dar nesemnificativ din punct de vedere statistic acesta
fiind un indicator de raspuns imun inadecvat care apare in cazul pacientilor cu boala

cronica de rinichi stadiul 5 si se amelioreaza odata cu inceperea dializei (figura 5.4).
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Figura 5.4: reprezentarea grafica a plasmoblastilor in cazul celor trei loturi
studiate

In studiul nostru numirul de limfocite scade atat la pacientii uremici cat si la
cei dializati cronic fatd de control, procentul de limfocite B naive este crescut la
pacientii dializati fata de cei uremici sau control, procentul de limfocite B de memorie
unswitched creste la pacientii uremici fata de cei dializati si control dar limfocitele B
de memorie unswitched raman nemodificate, procentul de plasmoblasti este scazut la
pacientii uremici fatd de dializati si este posibil ca sd existe diferente in ceea ce
priveste raspunsul la vaccinare la pacientii uremici fatd de cei dializati cronic, iar
limfocitele B de tranzitie sunt scazute la pacientii uremici fatd de cei dializati sau
grupul control. Aceste rezultate sunt comparabile cu cele obtinute de Kyoung Woon
Kim et al in 2012 cand publica un studiu care compard subpopulatiile limfocitare B
intre 27 pacienti hemodializati cronic, 17 pacienti cu boala cronica de rinichi aflati in
predializa si 27 de voluntari sanatosi pornind de la observatia ca doar 50-75% dintre

pacientii cu boala cronica de rinichi in stadiul final dezvolta anticorpi protectivi dupa
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vaccinarea impotriva hepatitei B deci existd modificiri de imunitate la nivelul
limfocitului B[4,26]. Rezultatele studiului au aratat faptul ca procentul limfocitelor B
CD19+ nu a fost diferit in cele trei grupuri, procentul de limfocite B imature este mai
mare in grupul pacientilor hemodializati fata de cei aflati in predializa iar procentul de
limfocite B de memorie a fost mai mare in grupul pacientilor aflati in predializa fata
de cei hemodializati [4,26]. Conform autorilor acestui studiu scaderea procentului
limfocitelor B imature si cresterea procentului limfocitelor B de memorie la pacientul
aflat in predializa ar fi urmarea dezechilibrului de balantd intre actiunea efectoare si
regulatoare [4,26]. In mod neasteptat in acest studiu nu au existat diferente
semnificativ statistic Intre grupul de control-sanatosi si pacientii din predializa [4,26].
In cazul pacientilor dializati se constati o scadere a limfocitelor B de memorie fata de
lotul martor [4,26] ceea ce in studiul nostru nu s-a observant.

Uremia este responsabila de reducerea numarului de limfocite B naive si de
memorie ceea ce conduce la un raspuns imun umoral deficitar la pacientii cu boala
cronica de rinichi in stadiul final in cazul infectiilor sau al vaccinarii [3,4]. Dupa cum
se observa si in studiul nostru pacientii uremici nedializati au mai putine limfocite B
naive fatd de pacientii dializati dar prezintd mai multe limfocite B CD21lowCD38low
(proinflamatorii) si mai multe limfocite B de memorie unswitched fatd de pacientii
dializati. Studiu publicat in 2010 de catre Madeleine V. Pahl et al efectuat pe 21 de
pacienti stabili aflati in program de hemodializd versus 21 pacienti control a
evidentiat scidderea numarului tuturor subpopulatiilor de limfocite B cu exceptia
limfocitelor B de tranzitie, fard a se putea demonstra cresterea apoptozei limfocitelor
B la pacientul hemodializat cronic fatd de cel nonuremic[4,27].Aceastd scadere este
pusa pe seama down-regulation receptorului BAFF de la nivelul limfocitelor B de
tranzitie. Rezulta o rezistentd la actiunea BAFF (B-cell — activating factor of the
tumor necrosis factor family) care are un rol important in diferentierea si
supravietuirea limfocitului B [4,27]. In studiul nostru nu am evidentiat aceste sciaderi
dar trebuie tinut cont de faptul cd dializoarele folosite acum sunt din ce in ce mai
performante, a crescut numarul de sedinte de hemodiafiltrare, eficienta sedintelor de
hemodializd este In continua crestere ceea ce probabil se reflectd in ameliorarea

tulburarilor de imunitate in cazul pacientilr dializati cronic.
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CAPITOLUL 6: ANALIZA FENOTIPICA A MONOCITELOR

Rezultatele studiului aratd cd procentul de monocitele clasice scade
semnificativ atat in grupul de pacienti dializati cat si in grupul uremic fatd de control
cu o sciddere mai accentuatd nesemnificativd in grupul dializat iar procentul de
monocite proinflamatorii CD16+ (nonclasice si intermediare) sunt crescute atat la
pacientul dializat cat si uremic ceea ce sustine statusul proinflamator al pacientului cu
boala de rinichi in stadiul final.

Evidentierea cresterii preferentiale a monocitelor proinflamatorii este
importantd pentru clinician deoarece aceastd crestere este legatd direct de patologia
pacientului cu boala cronica de rinichi.

Monocitele clasice au rol 1n repararea tisulara si raspunsul imun (fagocitoza),
cele intermediare sunt responsabile pentru stimularea si proliferarea celulelor T,
produc cea mai mare cantitate de ROS si au rol in angiogenezd iar monocitele
nonclasice produc stimularea si proliferarea celulelor T CD4+, produc citokine
proinflamatorii si migreaza prin endoteliul vascular [28].

Cresterea ponderii monocitelor intermediare este asociatd cu evolutia bolii
cronice de rinichi [28]. Numarul de monocite intermediare la pacientul dializat este un
predictor important al evenimentelor cardiovasculare [28]. De asemenea un numar
crescut de monocite nonclasice sunt gasite la pacientii cu boala cronica de rinichi in
stadiul final [28].

Identificarea subpopulatiilor monocitare si actiunea lor proinflamatorie ar
putea ajuta ca biomarkeri in diverse boli incluzand bolile cardiovasculare la pacientii
uremici pentru cuantificarea riscului, de asemenea pot fi markeri de evolutie sub
diferite tratamente aplicate inclusiv pacientilor uremici (de ex antiinflamator) [28]. De
asemenea gasirea unei modalitati terapeutice de scadere a monocitelor proinflamatorii
la pacientii uremici poate ar influenta evolutia bolilor cardiovasculare la acesti
bolnavi.

Un studiu realizat de V. Liakopoulos et al si publicat in 2018 pe 15 pacienti
hemodializati si 16 persoane sanatoase-lotul control evidentiazd o crestere
semnificativd a numarului de monocite si o distributie diferitd a subgrupurilor

monocitare corespunzator statusului proinflamator: monocitele clasice scad
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semnificativ, iar monocitele intermediare si cele nonclasice cresc semnificativ statistic
la fel ca in studiul nostru [29].

Un alt studiu publicat in 2017 de Yachung Jeng et al pe un lot de 136 pacienti
hemodializati cronic aratd ca numarul crescut de monocite CD16+ creste riscul de
mortalitate cardiaca si mortalitate de alte cauze in special in cazul pacientilor dializati
care au istoric de boald coronariana [10]. Evaluarea microinflamatiei ar putea ajuta
clinicienii s recunoascd pacientii cu risc, s reduca inflamatia, in viitor poate sa
regleze functionarea sistemului imun atfel reducand mortalitatea [10].

Studiu publicat in 1998 de catre W.A. Nockher et al evidentiazd in cazul
pacientilor hemodializati cronic cresteri ale numarului monocitelor CD16+, acestea
prezentand o crestere suplimentara in caz de infectii . In plus acestea exprima un nivel
mai mare de HLA-DR la suprafata [30].

Cresterea monocitelor CD16+ in cazul pacientilor hemodializati este urmata
de leziuni endoteliale avand astfel rol in rata crescutd de morbiditate si mortalitate a
acestor pacienti (monocitele CD14+CD16+ produc citokine proinflamatorii si au o
capacitate crescutd de a migra in peretele vascular, exprimd un mare numar de
molecule de adeziune) [31].

Pacientii cu boala cronica de rinichi si mai ales cei hemodializati prezinta stres
oxidativ, productie crescutd de ROS si o capacitate defectuoasd de fagocitoza
explicate posibil prin cresterea monocitelor intermediare si scaderea monocitelor
clasice [30]. Cercetari recente aratd faptul cd monocitele exprimd componente ale
sistemului angiotensina [30]. Studiu publicat in 2012 de A Merino et al evidentiaza
faptul ca tratamentul antireceptor de angiotensind de tip Losartan scade activarea
monocitelor in dializd cu scaderea numarului de monocite CD14+CD16+(monocite
nonclasice) pe perioada tratamentului [32].

Microinflamatia este comuna 1n cazul pacientilor cu boala cronica de rinichi si
are un rol important in dezvoltarea bolilor cardiovasculare. Pacientii cu boala cronica
de rinichi asociaza frecvent inflamatiei malnutritia si ateroscleroza prezenta lor fiind
denumitd sindrom MIA, acestea fiind partial datorate expansiunii monocitelor
proinflamatorii CD14+CD16+. De asemenea monocitele CD14+CD16+ se coreleaza
cu gradul bolii cronice de rinichi si cu indexul de rigiditate vasculara, rigiditatea
vasculard fiind semnalatd in stadiul final al bolii cornice de rinichi indeosebi la

pacientii dializati cronic [33].
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Studiu publicat in 2018 de S.D. Naicker et al evidentiazd cresterea
monocitelor intermediare odatd cu evolutia bolii cronice de rinichi si in special
monocitele intermediare HLADR high prezinta crestere semnificativa [34]. Heine si
colaboratorii au aratat cd numarul de monocite intermediare creste inca in stadiul
pacientilor aflati in predializd iar numarul de monocite nonclasice creste doar la
pacientii dializati [34]. Aceste rezultate au fost evidentiate si in studiul de fata cu
diferenta ca in studiul nostru au fost raportate cresteri procentuale atat ale monocitelor
intermediare cat si a celor nonclasice la pacientul dializat si uremic.

In studiul nostru monocitele clasice acestea scad procentual semnificativ la
pacientul dializat (p sub 0.001) si cel uremic (p 0.003) fatd de grupul control cu o
tendintd la scadere la pacientii dializati fatd de cei uremici (p 0.08). (figura 6.1),

aceste scaderi fiind raportate si in literatura[29].
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Figura 6.1 Reprezentarea grafica a procentului de monocite clasice in cele trei

loturi studiate
Monocitele nonclasice sunt crescute procentual semnificativ la pacientii
dializati (p sub 0.001) si uremici (p 0.04) fatd de control, sunt de asemenea crescute
procentual semnificativ monocitele nonclasice In grupul dializat fatd de uremic (p

0.04). (figura 6.2). Aceste rezultate sunt, de asemenea in concordantd cu literatura
[28,29].
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Figura 6.2 Reprezentarea grafica a procentului de monocite nonclasice in cele

trei loturi studiate
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In cazul monocitelor intermediare nu existd diferente semnificative intre

grupul dializat si uremic (p 0.9) dar se remarca o crestere procentuald semnificativa a

lor atat in grupul dializat (p sub 0.001) cat si uremic (p 0.004) fata de grupul control.

(figura 6.3), si aceste rezultate fiind in concordantd cu datele obtinute din studii

anterioare[28,29].
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eprezentarea grafica a procentului de monocite intermediare in

cele trei loturi de studiu.

In studiul nostru procentul de monocite CD300e+ este semnificativ mai mare

la pacientul dializat fata de cel uremic (p 0.03). (figura 7.9)
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Figura 6.4: Reprezentarea grafica a procentului de monocite CD300e+ in cele

trei loturi studiate

De asemenea procentul de monocite clasice CD300e+ este crescut

semnificativ la pacientul dializat (p 0.003) fata de cel uremic(figura 6.5).
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Figura 6.5: Reprezentarea grafica a procentului de monocite clasice CD300e+

in cele trei loturi studiate
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Procentele de monocite nonclasice CD300e+ sunt semnificativ mai mari in
cazul pacientilor dializati fatd de cei uremici (p 0.004) si scazute procentual in cazul

pacientilor uremici fata de comtrol (p 0.02). (figura 6.6)
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Figura 6.6: Reprezentarea grafica a procentului de monocite nonclasice
CD300e+ in cele trei loturi studiate
Procentele de monocite intermediare CD300e+ nu sunt diferite statistic

comparand cele trei grupuri (uremici, dializati si control). (figura 6.7)
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Figura 6.7: Reprezentarea grafica a procentului de monocite intermediare
CD300e+ in cele trei loturi studiate
CD300e este considerat un receptor de activare imunad, capabil sa moduleze
raspunsul inflamator, activarea lui fiind urmatd de eliberarea de citokine
proinflamatorii [35]. Activarea CD300e este urmata de activarea monocitelor, creste
supravietuirea acestora, creste productia de citokine proinflamatorii si creste expresia
moleculelor de costimulare ceea ce duce in final la activarea limfocitului T [36]. In
studiul nostru se remarca cresterea procentului de monocite CD300e+ in special in
cazul pacientilor dializati cronic, de asemenea se remarcd cresterea important a
monocitelor nonclasice C D300e+ la pacientii dializati cronic. Altfel spus, odata cu
tratamentul prin dializd cronica monocitele nonclasice sunt activate imun si creste

productia de cytokine proinflamatorii.
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Varsta pacientilor s-a corelat doar in cazul lotului martor negativ cu procentul
de monocite clasice (p:0,002), pozitiv cu procentul de monocite nonclasice (p:0,020)
si pozitiv cu valoarea absolutd a monocitelor nonclasice (p:0,044). Nu au existat
corelatii semnificative legate de varsta pentru nici un parametru in cazul loturilor
pacientilor uremici sau dializati.

Am putea spune ca modificarile aparute la nivelul populatiilor monocitare sunt
independente de varsta in cazul pacientilor cu boala cronica de rinichi, posibil sunt
legate de modificarile induse de uremie sau dializd si sunt una dintre cauzele

imunosenescentei la acesti pacienti.
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Limfocite T abs

CAPITOLUL 7: ANALIZA FENOTIPICA A
POPULATIILOR LEUCOCITARE IN TIMPUL INFECTIEI
COVID

In studiul nostru, in timpul infectiei Covid numarul de leucocite (p 0.02) si
limfocite (p 0.02) scad semnificativ din punct de vedere statistic fatd de perioada
anterioard infectiei. Nu exista diferente semnificative intre numarul de leucocite din
timpul infectiei/post Covid (p 0.2) sau anterior infectiei raportate la cele de dupa
infectie (p 0.1) In aceeasi masurd numdirul de limfocite nu difera semnificativ intre

determinarile Covid/post Covid (p 0.3) sau ante Covid/post Covid (p 0.5) (figura 7.1)
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Figura 7.1: Reprezentarea grafica a numarului de leucocite, limfocite si

monocite inainte, in timpul infectiei Covid si dupa infectia Covid

7.1 Limfocitele T in infectia Covid

Numarul de limfocite T scade semnificativ statistic (p 0.04) in cazul
pacientilor cu infectie Covid fatd de perioada anterioard bolii farda sa existe
semnificatie statistica Intre determindrile din timpul bolii si cele post Covid (p 0.3).
De asemenea nu existd semnificatie statistica intre determindrile anterioare infectiei si
cele post Covid (p 0.3). Din punct de vedere procentual avem valori comparabile in
determinarile anterior Covid/Covid (p 0.3), Covid/post Covid (p 0.8) iar post Covid se
remarca o scddere procentuald semnificativa a limfocitelor T fatda de perioada

anterioard infectiei (p 0.01). (figura 7.2)
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Figura 7.2: Reprezentarea grafica a numarului si a procentului de limfocite T inainte,

in timpul si dupa infectia Covid
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In cazul limfocitelor T CD4+ nu exista modificari semnificativ statistic intre
valorile studiate, p variind intre 0.11 si 0.88. Cu alte cuvinte infectia Covid nu pare sa
influenteze limfocitele T CD4+. Numarul de limfocite T CD8+ de asemenea nu pare
sa fie influentat de infectia Covid: scad nesemnificativ (p 0.07) in timpul infectiei fata
de perioada anterioara, obtinem un p 0.3 intre valorile din timpul infectiei comparate
cu cele post Covid si p 0.1 dacd comparam valorile anterioare Covid cu cele post
Covid. Valorile procentuale ne aratd o crestere nesemnificativa in timpul infectiei
Covid fatd de perioada anterioard (p 0.1) dar observim scdderi semnificative de
limfocite T CD8+ post Covid fata de perioada infectiei (p 0.002) si de asemenea
scadere procentuald semnificativa post Covid fata de valorile din perioada ante Covid

(p 0.05). (figura 7.3)
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Figura 7.3: Reprezentarea graficd anumarului si procentului de limfocite T
CD4+ si CD8+.
Raportul limfocitelor T CD4+/CD8+ nu a fost influentat de infectia Covid, am

obtinut valori de p Intre 0.2 si 0.9. (figura 8.6)

Limfocitele T CD4+ effector memory nu variaza procentual semnificativ in
timpul infectiei Covid cu p intre 0.1 si 0.2. In cazul limfocitelor T CD8+ effector
memory se remarcd o crestere a lor in timpul infectiei Covid fard semnificatie
statistica (p 0.1) iar procentul scade semnificativ (p 0.02) post Covid fatd de valorile
obtinute 1n timpul infectiei. Daca comparam valorile post Covid cu cele anterioare
infecsiei acestea sunt comparabile (p 0.6). Rezultatele sugereaza faptul cad infectia
Covid nu influenteaza limfocitele T effector memory, de asemenea acestea nu sunt
afectate post Covid.

In cazul limfocitelor T effector, TEMRA, Limfocitele T CD4+ TEMRA, desi

procentele sunt mici, cresc nesemnificativ in timpul infectiei Covid (p 0.4), urmeaza o

28



crestere nesemnificativa statistic post Covid fatd de valorile din timpul infectiei (0.4)
pentru ca in perioada post Covid sd identificdm o crestere semnificativa a acestor
limfocite fati de periada anterioari bolii (p 0.01). In aceesi masurd variazi si
limfocitele T CD8+ effector care cresc usor, nesemnificativ in timpul bolii (p 0.4),
contimud sa creasca post Covid fatd de valorile din timpul bolii (p 0.2) pentru a
identifica valori procentuale semnificativ crescute din punct de vedere statistic post

Covid fata de perioada anterioard imbolnavirii (p 0.01). (figura 7.4)
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Figura 7.4: Reprezentarea grafica a procentului de limfocite T CD4+ si CD8+
effector inainte, in timpul si dupa infectia Covid

Din rezultatele prezentate avem leucopenie, limfopenie, scaderea numarului de
limfocite T in timpul infectiei Covid toate fiind reversibile post Covid. Post Covid
apare totusi o scadere semnificativd a procentului de limfocite T fatd de perioada
anterioard bolii. Scade de asemenea semnificativ procentul de limfocite T CD8+ post
Covid fatd de perioada anterioara sau valorile din timpul bolii. Cele mai interesante
rezultate sunt totusi la nivelul compartimentului de limfocite CD8+. Limfocitele
TEMRA CD4+ si CD8+ cresc post Covid semnificativ fatd de perioada anterioara
bolii. In timpul infectiei Covid de asemenea scade semnificativ procentul de limfocite
T CD8+ naive si creste semnificativ procentul de limfocite T CD8+ CD57+probabil
prin cresterea inflamatiei dar aceste modificéri sunt reversibile post Covid. Cel mai
important rezultat al acestui studiu consider ca este cresterea procentului de limfocite
cu grad inalt de diferentiere la distantd de infectia Covid, putem sugera ca aceasta
infectie contribuie independent la semescenta sistemului imun si probabil accelereaza

procesul de ateroscleroza.

7.2 Limfocitele B in infectia Covid
Limfocitele B, elemente esentiale ale raspunsului imun umoral, ale apararii
organismului impotriva virusilor, reprezinta un element important in mecanismul de

protectie imuna a organismului impotriva SARS-CoV-2. Dupa infectarea cu virusul
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SARS-CoV-2 sunt activate limfocitele B naive care se transforma in plasmocite cu
duratd scurtd de viatd si care secretd anticorpi cu afinitate scazutd. O parte din
limfocitele B intrd in centrul germinativ unde suporta fenomenul de switch pentru a se
transforma in plasmocite cu duratd lungd de viatd, producdtoare de anticorpi cu
afinitate crescuti si limfocite B de memorie [37]. In mod particular, s-a observant ca
in cazul infectiei cu SARS-CoV-2 productia de IgG apare aproape simultan cu cea de
IgM si IgA, in primele 2 sdptamédni de la debutul simptomatologiei. O alta
particularitate este faptul ca cantitatea de anticorpi protectori este mai mare in cazul
pacientilor care au avut forme severe de boala fatd de pacientii cu forme medii de
boala sau cei cu reinfectii de asemenea cu forme medii de boala [38].

Rezultatele studiului nostrum arata ca numarul si procentul de limfocite B este
scazut in timpul infectiei cu SARS Cov 2 aceastd scadere fiind semnificativa statistic:
p:0,020 pentru numarul de limfocite B si p:0,006 pentru procentul de limfocite B.
(figura 7.5)
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Figura 7.5: Numarul si procentul de limfocite B inainte si in timpul infectiei
Covid
Limfocitele B unswitched scad usor procentual in timpul infectiei Covid dar
fara semnificatie din punct de vedere statistic (p:0,471).
Limfocitele B de memorie switched scad procentual in timpul infectiei,

scaderea fiind semnificativa din punct de vedere statistic (p:0,021). (figura 7.6)
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Figura 7.6: Procentul de limfocite B de memorie switched inainte si in timpul
infectiei Covid
Procentul de plasmoblasti prezintd o crestere in timpul infectiei COVID

crestere care este semnificativa din punct de vedere statistic (p:0,042). (figura 7.7)
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Figura 7.7: Procentul de plasmoblasti inainte si in timpul infectiei Covid

In concluzie in timpul infectiei Covid pacientii dializati prezintd o scidere
semnificativd a numadrului de limfocite si limfocite B. Procentul de limfocite B
marginale, limfocite B naive si limfocite de tranzitie nu se modifica semnificativ din
punct de vedere statistic dar limfocitele B de memorie switched scad in timpul
infectiei in timp ce procentul plasmoblastilor creste semnificativ statistic in timpul
infectiei Covid ceea ce sugereazd o activitate imund crescutd cu accent pe
transformarea limfocitelor B in plasmocite producatoare de anticorpi cu un accent
probabil pe plasmocitele de scurtd duratd daca este sa ludm in considerare scaderea
procentuald a limfocitelor B switched. Acest lucru ar putea fi explicat de faptul ca
recoltarea probelor a fost realizatd imediat dupa aparitia simptomelor de boala si
pozitivarea testelor Covid adica in primele zile de infectie.

Un studiu publicat in 2022 dar care a exclus pacientii cu boald cronica de
pacientilor infectati cu Covid 19 si numarul scazut de limfocite B, numarul scazul de
limfocite B naive i numarul scazut de limfocite B de memorie switched. La fel ca si

in studiul prezent pacientii au fost analizati in perioada acutd a bolii [39]. Pacientii
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studiati in prezent, diagnosticati cu insuficientd renald si infectie Covid au un profil

asemanator al afectarii limfocitului B.

7.3 Monocitele in infectia Covid
Un studiu publicat de Arianna Gatti et al 1n iulie 2020 a ardtat o scadere a
numarului de monocite nonclasice si intermediare, deci a numarului de
monociteCD16+ in formele severe de Covid si cresterea lor paradoxald in formele
moderate de boala [40,41].

In studiul nostrum daca analizim subseturile monocitare in cazul pacientilor
cu forme medii de infectie Covid si boald cronica de rinichi in stadiul final se observa
o distributie diferitd a raspunsului inflamator cu scaderea procentului de monocite
nonclasice asemanator formelor severe de boald dar fard agravarea starii pacientului.
De asemenea, monocitele nonclasice exprima un nivel mai mare de HLA-DR in cazul
pacientilor nostri contrar raportarilor in ceea ce priveste pacientii cu forme medii de
infectie Covid fard boald cronica de rinichi in stadiul final [40,42]. Procentul de
monocite intermediare are tendinta la crestere ca in formele medii de infectie Covid
fara boald cronica de rinichi. Creste de asemenea expresia HLA-DR la nivelul
monocitelor intermediare contrar scaderii observate si raportate in alte studii la
pacientii cu forme medii de infectie Covid fard boald renala [40,42]. Aceste
modificari ar putea sugera o activitate antivirala crescutd la nivelul monocitelor
nonclasice si o activitate proinflamatorie si fagocitara crescuta la nivelul monocitelor
intermediare 1n cazul pacientilor cu boala cronicd de rinichi in stadiul final si forme
medii de infectie Covid. Dacd analizam rezultatele obtinute la aproximativ 10 luni
dupa infectia Covid se pare ca statusul proinflamatorii al monocitelor se mentine luni
dupa infectie [40].

Monocitele clasice par a fi afectate mai putin in timpul infectiei Covid si nu
putem spune in acest studiu cad prezintd o activitate crescutd in timpul infectiei sau
dupa vindecare [40].

In ceea ce priveste monocitele nonclasice prezinti o scidere semnificativa in
timpul infectiei Covid si de asemenea prezintd o expresie crescutd semnificativ a
expresiei HLADR+ si o tendinta la crestere a expresiei CD300e contrar altor studii
care raporteaza ocazional o scadere a expresiei HLADR+ la pacientii cu forme medii
de boald firad boald cronica de rinichi stadiul terminal [40,42]. In concluzie, desi

scazute procentual, prezintd o activare crescuta.
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La un interval de aproximativ 10 luni de la vindecarea infectiei procentul de
monocite nonclasice continua sd scadd si sa isi piardd din expresia markerilor de

activare datorati infectiei Covid [40]. (figura 7.8)
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Figura 7.8: Reprezentarea grafica a procentului de monocite nonclasice,
expresiei CD300e+ si HLADR+ 1nainte, in timpul infectiei Covid si dupa infectia
Covid

Contrar monocitelor nonclasice, procentul de monocite intermediare are o
tendinta la crestere in timpul bolii comparabil cu alte studii efectuate pe pacienti cu
forme medii de boald nedializati dar cu o tendintd de crestere a expresiei HLADR+
contrar altor studii care aratd o scadere a expresiei HLADR+ 1n cazul pacientilor cu
forme medii de boald nedializati iar cresterea expresiei HLA-DR persistd dupa
vindecarea infectiei in ciuda faptului cd procentul de monocite intermediare scade
dupa infectie. [40,42].

Deci, ca si In cazul monocitelor nonclasice, procentul de monocite
intermediare scade dupa infectia Covid la valori inferioare celor dinaintea infectiei dar
capatd o activitate importanta proinflamatorie cu o crestere semnificativa a expresiei
HLA-DR fatd de cea anterioara infectiei. Consideram acesta cel mai important
rezultat al studiului asupra monocitelor in cursul infectiei Covid la pacientii cu boala
cronica de rinichi 1n stadiul final: cel al persistentei caracterului proinflamator al
monocitelor intermediare deoarece acestea sunt implicate in cresterea morbiditatii sa

mortalitdtii de cauze cardiovasculare la pacientul dializat cronic.
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Figura 7.9: Reprezentarea grafica a procentului de monocite intermediare, expresiei

CD300e+ si HLADR+ 1nainte, in timpul infectiei Covid si dupd infectia Covid
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Am putea spune ca infectia Covid actioneazad ca un trigger pentru activarea
proinflamatorie a monocitelor intermediare [40]. (figura 7.9)

Expresiile HLADR+ si CD300e+ la nivelul intregii populatii monocitare in
timpul infectiei Covid au o tendintd de crestere atat pentru expresia CD300e cat si
pentru HLADR similard cu a altor studii efectuate pe pacienti cu forme medii de
boald dar nedializati. Am putea considera cd boala cronica de rinichi in stadiul final
tratatd prin hemodializd nu schimba raspunsul inflamator impotriva SARS-Cov2 in
formele medii de boala [40].

In schimb daci determinim expresia CD300e si HLA-DR in toati populatia
monocitard se remarca cresterea semnificativd a acestora dupa vindecarea infectiei
Covid ceea ce ar fi un indicator in plus al activarii proinflamatorii a monocitelor
secundara infectiei Covid. Este ca si cum infectia modificd pe termen lung statusul
proinflamator al monocitelor cu toate consecintile care deriva de aici [40].
Interesanta este observatia cresterii, la distantd dupa vindecarea infectieit COVID, a
expresiei procentuale a monocitelor CD300e+(p:0.025) fatd de valorile anterioare
infectiei si p=0.036 fatd de valorile din timpul infectiei) si HLADR+ (p=0.009)
comparativ cu valorile anterioare infectiei). Procentul de monocite HLADR+ nu
difera semnificativ in timpul infectiei COVID fata de valorile postinfectie (p=0.625).
Aceste rezultate ar indica faptul cd dupa infectia COVID monocitele pacientilor
hemodializati cronic raméan cu un status proinflamator semnificativ care in mod sigur

contribuie suplimentar la evolutia imunosenescentei [40]. (figura 7.10)
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Figura 7.10: Reprezentarea grafica a procentului de monocite CD300e+ si
HLADR+ inainte, in timpul infectiei Covid si dupa infectia Covid
In urmaitorii ani acesti pacienti ar trebui monitorizati pentru a vedea daca acest
status proinflamator persistd care sunt consecintele, ce comorbidititi apar si in

particular evenimentele cardiovasculare [40].
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CAPITOLUL 8: CONCLUZII SI CONTRIBUTII
PERSONALE

Scopul lucrarii de cercetare a fost de a determina in ce masurd este afectatd
imunitatea in cazul pacientilor cu boala cronica de rinichi stadiul 5 Tnainte de intrarea
in dializa si in ce masura aceasta este modificata in cazul pacientilor stabili aflati deja
in program de dializd cronicd. Dupa inrolarea pacientilor in studiu si efectuarea
analizelor ne-am confruntat cu pandemia de Covid care a oferit oportunitatea de a
vedea cum reactioneaza sistemul imun al pacientilor dializati cronic in fata acestei
provocdri, nainte de a putea fi vaccinati deci fard imunizare Tmpotriva bolii. De
asemenea, acesti pacienti fiind dializati cronic si astfel putand fi monitorizati
permanent, au putut fi retestati la distantd de momentul imbolnavirii pentru a vedea ce
urmari ar putea avea asupra sistemului imun aceasta infectie.

Au fost luate in calcul subtipurile de limfocite T, limfocite B si monocite,
analizele fiind lucrate in acord cu recomandarile grupurilor de imunofenotipare pentru
diagnosticul, screeningul si clasificarea imunodeficientelor publicate in EuroFlow
educational book.

Multe din rezultatele obtinute au fost comparabile cu cele din literatura de
specialitate dar am obtinut si o serie de rezultate diferite. Tehnica de imunofenotipare
prin care s-au lucrat probele pacientilor este 0 metoda rapida de diagnostic, sigura dar
oarecum limitatd de un cost ridicat.

Rezultatele obtinute in cursul studiului aratd un numar mai mare de leucocite
la pacientul uremic nedializat care revine la valori comparabile cu cele ale lotului
control dupi initierea dializei. in schimb atat pacientii dializati cat si cei uremici
prezintd limfopenie semnificativa fatd de lotul control, scadere care este mai
pronuntata in cazul pacientilor uremici. Cu alte cuvinte, tratamentul prin hemodializa
amelioreaza partial statusul limfopenic al pacientilor uremici fard a solutiona nsa
limfopenia aparuta secundar mediului uremic.

Limfocitele T sunt scazute la pacientii uremici nedializati in special, cresc
usor 1n cazul pacientilor dializati cronic dar raiman semnificativ statistic scdzute fata
de lotul control. In schimb numarul de limfocite B nu difera semnificativ statistic intre

cele trei loturi studiate. Putem spune in concluzie ca limfopenia aparuta in cazul
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pacientilor uremici este datorata in special scaderii numarului de limfocite T, apare o
imunodeficienta la nivelul imunitatii celulare.

Analiza subtipurilor de limfocite T ne aratd ca numarul de limfocite T CD4+
este scazut semnificativ la pacientii uremici (nedializati si dializati cronic) fatd de
lotul control, iar numarul de limfocite T CD8+ scade semnificativ doar in cazul
pacientilor uremici fata de lotul control pentru ca dupa initierea dializei valorile sa fie
comparabile cu cele ale lotului control. Explicatia neafectarii numarului de limfocite
T CD8+ este cresterea populatiei de limfocite cu grad 1nalt de diferentiere, cu alte
cuvinte numarul se mentine prin cresterea acelei populatii limfocitare cu citotoxicitate
ridicatd. Procentual nu exista variatii semnificative Intre cele trei loturi studiate nici in
cazul limfocitelor T CD4+ nici in cazul limfocitelor T CD8+, loturile au aceesi
dispozitie a populatiilor limfocitare pentru CD4+ si CD8+.

Avem valori comparabile ale raportului de limfocite T CD4+/CD8+ dar aici
trebuie mentionat un procent mai mare subunitar in cazul pacientilor dializati cronic si
uremici nedializati care aratd o tendinta la inversare a raportului la pacientii uremici
care nu se corecteazd, ci dimpotriva, pare sid se accentueze odatd cu efectuarea
tratamentului prin hemodializa cronica.

In analiza statistica a diferitelor subpopulatii limfocitare T s-a preferat analiza
procentuald a acestora pentru ca reflectd mai bine distributia lor, tendintele la scadere
sau crestere in conditiile unui numar diferit semnificativ de limfocite T CD4+ sau
CDS8+ intre populatiile studiate.

In mod neasteptat procentul de limfocite T CD4+ central memory creste
semnificativ in cazul pacientilor uremici si dializati cronic fatd de lotul control,
procentul de limfocite T CD8+ central memory nu se modificd in cazul celor trei
loturi studiate iar dacd analizdm numadrul de limfocite T CD4+ central memory
acestea scad semnificativ doar la pacientii uremici fatd de lotul control (rezultat in
corelatie cu literatura de specialitate) iar numarul de limfocite T central memory
CD8+ ramane nemodificat in studiul nostru intre cele trei loturi studiate. Rezultatele
studiului nu arata o afectare semnificativa a limfocitelor T central memory in cazul
pacientilor dializati cronic 1n contradictie cu literatura de specialitate.

Limfocitele T CD8+ cu grad inalt de diferentiere sunt semnificativ mai mari la
pacientii dializati cronic fatd de lotul control. In concluzie pe masurd ce pacientii
uremici isi desfagoard tratamentul prin hemodializd cronicd creste ponderea

limfocitelor T CD8+ citotoxice, imunosenescenta progreseazi. in cazul limfocitelor T
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CD4+ care sunt putin studiate, par a avea rol protector si sunt asociate cu infectii
virale, acestea sunt scazute semnificativ atat la pacientul uremic nedializat cat si la
pacientul dializat cronic fata de lotul control.

Rezultatele au fost clare in ceea ce priveste limfocitele naive CD4+ si CD8+
aceste fiind semnificativ mult scazute atat in cazul pacientilor uremici nedializati cat
si In cazul celor dializati cronic.

Cu alte cuvinte in cazul loturilor studiate imunosenescenta apare pe masura ce
boala cronica de rinichi progreseaza si se accentueazad odatd cu initierea dializei
cornice. In studiul prezent cele mai importante modificiri la nivelul distributiei
limfocitelor T care aratd populatii limfocitare imbatranite in cazul pacientilor uremici
sunt declinul limfocitelor T naive si expansiunea celor cu grad inalt de diferentiere
sau senescente.

Limfocitele T senescente CD57+ cresc semnificativ doar in ccazul limfocitelor
T CD4+ atat la pacientii dializati cronic cat si la cei uremici iar in compartimentul
CD8+ cresterea este semnificativd doar in cazul pacientilor uremici nedializati,
procentul pare sa se amelioreze in cazul pacientilor tratati prin dializa.

Limfocitele T CD4+ PDI+ sunt scdzute procentual la pacientii uremici din
cele doua loturi rezultand probabil o disfunctie in reglarea activitatii limfocitelor T in
ceea ce priveste toleranta imuna.

Rezultatele evidentiaza cresterea procentuald limfocitelor T CD28-CD27- in
ambele grupuri studiate CD4+ si CD8+ care ar putea fi corelata cu patologia dominata
de inflamatie cronica si ateroscleroza a castor pacienti, situatie care nu se amelioreaza
adata cu efectuarea dializei cronice.

Analizele de corelatie au dat rezultate interesante. Varsta s-a corelat in cazul
grupului control, asa cum era de asteptat, cu procentul de limfocite T CD4+ central
memory, naive, CD57+, CD27-CD28- iar in cazul limfocitelor CD8+ cu cele central
memory, CD57+, CD27-CD28-, naive. in lotul de pacienti dializati varsta se
coreleaza doar cu limfocitele CD4+ si CD8+ naive iar in cazul pacientilor uremici
nedializati varsta nu s-a corelat cu nimic. Concluzia este ca modificarile care apar in
contextual imunosenescentii la pacientii uremici sunt in mare independente de varsta
acestor pacienti situatie care nu se regiseste in cazul lotului control. In schimb in
cazul lotului control, pacientilor uremici nedializati cat si a celor dializati cronic
observam o corelatie intre numarul de limfocite central memory cu numadrul de

limfocite, limfocite T si a limfocitelor TCD4+ si CD8+, concluzia fiind ca limfopenia
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descrisd in literaturd pentru limfocitele central memory este legatd de limfopenia
pacientului uremic. Pentru scdderea procentului de limfocite T naive in afara de
corelatia mentionatd legatd de varstdi nu avem alte corelatii, pare sd aparad
independent, este posibil ca aceasta sia fie legatd de mediul uremic si
imunosenescentd. Apar de asemenea corelatii pozitive asteptate intre procentele de
limfocite cu grad inalt de diferentiere.

Infectia Covid este dominatd de leucopenie, limfopenie si scaderea numarului
de limfocite T modificari care se remit ulterior. Procentul de limfocite TEMRA CD4+
creste semnificativ post Covid fata de perioada anterioara bolii probabil ca o reactie la
infectia virala dar cea mai importanta este cresterea procentului de limfocite T CD8+
TEMRA postCovid sugerand faptul ca aceastd infectie viralda agraveaza
imunosenescenta pacientilor dializati cronic. Infectia Covid afecteazd limfocitele
CD8+ naive care scad semnificativ procentual in timpul infectiei dar aceastd scadere
este reversibila postCovid. Modificérile care apar la nivelul limfocitelor T CD57+ sau
CD27-CD28- in timpul infectiei Covid au fost reversibile dupa vindecare.

In ceea ce priveste limfocitul B acesta este mai putin afectat, nu exista
diferente intre loturile studiate.

Analiza subtipurilor limfocitare B a avut rezultate surprizatoare. Procentul de
limfocite B naive creste neasteptat in lotul pacientilor dializati cronic fatd de lotul
control sau uremic nedializat.

Pacientii uremici nedializati au un procent semnificativ mai mare de limfocite
B proinflamatorii CD21lowCD38low fata de pacientii dializati cronic concluzia fiind
ca dializa ca metodd de tratament este eficientd in ceea ce priveste acest subtip
proinflamator.

De asemenea procentul de limfocite B unswitched creste semnificativ la
pacientii uremici fata de lotul control si fata de pacientda dializati.

Plasmablastii scad semnificativ in lotul pacientilor uremici fata de cei dializati,
dupa inceperea dializei cronice acest procent tinde sa fie comparabil cu al lotului
control ceea ce ar sugera o disfunctie la nivelul imunitatii umorale in special la
pacientul uremic nedializat.

De asemenea pacientii uremici au semnificativ mai putine limfocite B de
tranzitie fatd de lotul control sau dializati, aceastd scadere parand si se corecteze

odata cu inceperea dializei.
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In concluzie pacientul uremic nedializat prezintd modificari importante de
distributie la nivelul subpopulatiilor limfocitare B cu cresterea procentului de
limfocite proinflamatorii, cresterea procentului de limfocite unswitched, scaderea
procentului de limfocite de tranzitie si a plasmablastilor dar aceste modificari aparute
in cazul limfocitului B au tendinta de ameliorare dupa inceperea tratamentului prin
hemodializa.

In timpul infectiei Covid apare sciderea numirului de limfocite B, procentul
limfocitelor B de memorie switched scade semnificativ in timpul infectiei, procentul
de plasmablasti creste semnificativ in timpul infectiei iar aceasta crestere sugereaza o
activitate imuna crescuta.

Numarul de monocite este comparabil in cele trei grupuri dar pacientii
dializati cronic prezintd un procent semnificativ mai mare de monocite CD300e fata
de pacientii uremici nedializati, procentul de monocite HLADR+ fiind comparabil in
toate cele trei grupuri studiate. CD300e este considerat un receptor de activare imuna,
capabil sd moduleze raspunsul inflamator, activarea lui fiind urmata de eliberarea de
citokine proinflamatorii. Activarea CD300e este urmatd de activarea monocitelor,
creste supravietuirea acestora, creste productia de citokine proinflamatorii si creste
expresia moleculelor de costimulare ceea ce duce in final la activarea limfocitului T.

Daca analizam subgrupurile monocitare se observa ca procentul de monocite
clasice scade la pacientii uremici in ambele grupuri fatd de control, monocitele
nonclasice cresc semnificativ la pacientii dializati si uremici fatd de control cu o
crestere de asemenea semnificativd in grupul de pacienti dializati fatd de pacientii
uremici nedializati, de asemenea procentul de monocite intermediare este crescut in
grupurile de pacienti dializati si uremici fatad de control. Concluzia este cd procentul
de monocite proinflamatorii creste la pacientii uremici cu mentionarea faptului ca
pacientii dializati cronic au un profil proinflamator mai mare decat cei uremici
nedializati. Identificarea subpopulatiilor monocitare, care nu necesitd tehnici
complicate, ar putea fi folositd pentru identificarea pacientilor uremici predispusi la
un risc crescut de inflamatie cronica si implicit la evenimente cardiovasculare.

Procentul de monocite clasice CD300e+ creste semnificativ la pacientul
dializat fatd de cel uremic si, la fel ca In cazul monocitelor per ansamblu nu exista
diferente semnificative intre procentele de monocite clasice HLADR+ intre grupurile

studiate.

39



Procentul de monocite nonclasice CD300e este semnificativ mai mare
pacientii dializati fatd de uremici dar si in cazul lotului control fata de uremici. Aceste
valori pot fi interpretate de fapt ca o scadere a procentului de monocite nonclasice
CD300e care apare in cazul pacientilor uremici nedializati. De asemenea procentele
de monocite nonclasice HLADR+ nu variaza intre loturile studiate.

In cazul monocitelor intermediare nu au existat diferente semnificative pentru
monocitele CD300e sau HLADR+ intre cele trei loturi studiate.

In concluzie pacientii uremici nedializati au un procent mic de monocite
clasice si nonclasice CD300e dar un procent crescut de monocite ale pacientilor aflati
in program de hemodializa cronica exprima mai mult CD300e la nivelul monocitelor
in general, al monocitelor nonclasice si clasice in special. Altfel spus, odatd cu
tratamentul prin dializd cronicad monocitele si in special monocitele nonclasice sunt
activate imun si creste productia de cytokine proinflamatorii.

O alta concluzie a studiului este ca modificarile aparute la nivelul populatiilor
monocitare sunt independente de varstd in cazul pacientilor cu boald cronica de
rinichi, posibil sunt legate de modificarile induse de uremie sau dializa si sunt una
dintre cauzele imunosenescentei la acesti pacienti.

O observatie a modificarilor monocitare in cursul infectiei Covid este scaderea
semnificativa a procentului de monocite nonclasice in timpul infectiei, aceasta scadere
fiind raportata in literatura in cazurile severe de boald la pacienti fara boala cronica de
rinichi, ceea ce poate explica fragilitatea pacientilor dializati cronic in fata acestei
maladii cu posibilitatea de a se fi transformat oricand intr-o forma letala.

Aceste monocite nonclasice prezintd o expresie crescutd semnificativ a
expresiei HLADR+ si o tendintad la crestere a expresiei CD300e contrar altor studii
care raporteaza ocazional o scadere a expresiei HLADR+ la pacientii cu forme medii
de boald fird boald cronicd de rinichi stadiul terminal. In concluzie, desi scizute
procentual, prezintd o activare crescutd, ambii marker CD300e si HLADR fiind
marker de activare monocitara.

In concluzie, daci analizim subseturile monocitare in cazul pacientilor cu
forme medii de infectie Covid si boala cronica de rinichi in stadiul final se observa o
distributie diferitd a raspunsului inflamator cu scdderea procentului de monocite
nonclasice asemanator formelor severe de boald dar fara agravarea starii pacientului.
Procentul de monocite intermediare si expresia HLADR la nivelul monocitelor

intermediare au tendinta la crestere ca in formele medii de infectie Covid fara boala
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cronica de rinichi. Aceste modificari ar putea sugera o activitate antivirald crescuta la
nivelul monocitelor nonclasice si o activitate proinflamatorie si fagocitara crescuta la
nivelul monocitelor intermediare in cazul pacientilor cu boald cronicd de rinichi in
stadiul final si forme medii de infectie Covid. Daca analizam rezultatele obtinute la
aproximativ 10 luni dupd infectia Covid se pare cad statusul proinflamatorii al
monocitelor se mentine luni dupa infectie.

La un interval de aproximativ 10 luni de la vindecarea infectiei procentul de
monocite nonclasice continua sd scada si sd isi piardd din expresia markerilor de
activare datorati infectiei Covid.

Ca si In cazul monocitelor nonclasice, procentul de monocite intermediare
scade dupa infectia Covid la valori inferioare celor dinaintea infectiei dar capatd o
activitate importanta proinflamatorie cu o crestere semnificativa a expresiei HLA-DR
fatd de cea anterioara infectiei. Consideram acesta cel mai important rezultat al
studiului asupra monocitelor in cursul infectiei Covid la pacientii cu boald cronica de
rinichi in stadiul final: cel al persistentei caracterului proinflamator al monocitelor
intermediare deoarece acestea sunt implicate in cresterea morbiditatii sa mortalitatii
de cauze cardiovasculare la pacientul dializat cronic. Am putea spune cd infectia
Covid actioneaza ca un trigger pentru activarea proinflamatorie a monocitelor
intermediare.

Daca determindm expresia CD300e si HLA-DR in toatd populatia monocitara
se remarca cresterea semnificativa a acestora dupa vindecarea infectiei Covid ceea ce
ar fi un indicator in plus al activarii proinflamatorii a monocitelor secundara infectiei
Covid. Este ca si cum infectia modificd pe termen lung statusul proinflamator al
monocitelor cu toate consecintele care deriva de aici. Interesantd este observatia
cresterii, la distantd dupa vindecarea infectiei COVID, a expresiei procentuale a
monocitelor CD300e+ (p=0.025 fata de valorile anterioare infectiei si p=0.036 fata de
valorile din timpul infectiei) si HLADR+ (p=0.009 comparativ cu valorile anterioare
infectiei). Procentul de monocite HLADR+ nu diferd semnificativ in timpul infectiei
COVID fata de valorile postinfectie (p=0.625). Aceste rezultate ar indica faptul ca
dupa infectia COVID monocitele pacientilor hemodializati cronic raman cu un status
proinflamator semnificativ care in mod sigur contribuie suplimentar la evolutia

imunosenescentei.
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In urmatorii ani acesti pacienti ar trebui monitorizati pentru a vedea daca acest
status proinflamator persistd care sunt consecintele, ce comorbidititi apar si in
particular evenimentele cardiovasculare.

Contributia personald a acestei lucrdri constd in evidentierea agravarii
imunosenescentei in special la pacientii dializati cronic independenta de varsta acestor
pacienti (capitolele 6.4 si 8.5). De asemenea studiul efectuat asupra pacientilor
dializati cronic cu forme medii de infectie Covid a evidentiat accentuarea
imunosenescentei si a statusului proinflamator al pacientilor dializati cronic la
distanta (aproximativ un an) de la vindecare, rezultate care au fost publicate partial in
,,Frontiers of Immunology" negésind, la momentul publicatiei, alt studiu de acest gen
in literatura (capitolele 6.4, 7.4 si 8.5).

Studiile care privesc modificarile imune aparute la pacientii uremici sunt
extrem de importante deoarece pe baza lor, cunoscand in momentul de fata faptul ca
acesti pacienti prezintd o involutie accentuatd si ireversibild a timusului urmatd de
imunosenescenta, s-ar putea gasi metode terapeutice care sid opreascd sau sa faca
reversibil acest fenomen de involutie. Cercetarile ulterioare trebuie sd se axeze pe
factorii care ar putea ameliora modificarile demonstrate de distributie aparute la
nivelul celulelor sistemului imun, fie ca se referd la imbunatatirea calitatii dializei si
reducerea mediului uremic, la metode generale cum ar fi activitatea fizicd sau
alimentatia pand la metode farmacologice iar aici se discutd despre tratamente
hormonale sau administrari de interleukine (IL-7sau IL-22).

In acelasi timp, lucrarea deschide o cale de intelegere mai buni a
mecanismelor fiziopatologice ale infectiei COVID, orientdand spre studiul
mecanismelor inflamatorii persistente si asupra rolului monocitelor intr-o viziune

neexplorata pana in acest moment
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