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PREVENIREA SI TRATAMENTUL REJECTIEI

IN TRANSPLANTUL DE ORGANE

Rodica Ciubotariu*

REZUMAT

O importanta deficientd in cercetarile clinice de
transplant este rejectia acuta sau cronica. In ultima decada
0 noua generatie de medicamente imunosupresoare a
determinat cresterea supravietuirii. In articolul de fata sunt
discutate aspecte recente privind imunosupresia la
bolnavii cu transplant.
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ABSTRACT
Prevention and treatment of rejecte in transplant
organ

A major goal of clinicai ransplant research has been

prevention of graft loss to acute and/or chronic rejection.

In the last decade the new generation of

immunosuppresive drugs and associated patient care

improvements have resulted in increased patient and

graft survival. In the following article we will discuss recent
aspects of immunosuppression in transplant patients.
Key words: Ciclosporine, tacrolimus, rapamicine.

Ultimele decade ale acestui secol se caracterizeazi prin
cresterea numarului de operatii de transplant de organe,
lucru ce se acompaniazi de un imens interes in dezvoltarea
medicatiei care si previni si/sau si trateze fenomenul
complex al rejectiei grefei, in centrul interesului plasindu-se
evident medicatia imunosupresoare (1 - 3).

In anii 1950, imunosupresia se limitd la corticoizi si
aztioprind. Antilimfocitele policlonale si globulinele
antileucocite au apdrut in anii '60. Anii 1970 au insemnat
0 adeviaratd revolutie in imunosupresie prin aparitia
ciclosporinei, primul din a doua generatie de
imunosupresoare selective.

In 1980, centrul de greutate s-a transferat asupra
agentilor biologici, mai ales asupra anticorpilor monoclonali,
unul din acestia, anticorpul anti CD3 - OKT3, castigiand o
largd folosire terapeutici (15 - 17).

In fine, inceputul anilor 1990 a dus la descoperirea celei
de-a treia generatii de imunosupresoare, multe dintre ele
avand un mecanism s§i un situs de actiune specific. Cel
putin 6 dintre acestia sunt testati actualmente in studii
clinice controlate (15).

Cercetirile din acest domeniu sunt in plini desfisurare,
urmirindu-se descoperirea de noi molecule specifice cum
ar fi spre exemplu agonisti - antagonisti de TCR, etc.

Perspective terapeutice

Existi 2 strategii majore care incearci si elimine sau
sa intarzie rejectia:
- Supresarea sistemului imunitar al recipientului.
- Sciderea imunogenitatii grefei.
Medicatia imunosupresoare se adreseazi primei strategii.
Supresia medicamentoasi riméne pentru moment elementul
cheie pentru preventia sau tratamentul rejectiei.

Mecanismele imunologice vizate de medicatia
imunosupresoare sunt:
- Inhibarea sau liza celulelor T

- Inhibarea celulelor B §i Ac preformati
- Inducerea tolerantei recipientului fata de grefi.

Inhibarea celulelor T

Corticoizii

Pentru corticoizi, in imunosupresie au fost propuse 2
mecanisme de actiune:

a) Primul se referi la lizarea selectivi a celulelor T prin
activarea unor endonucleaze care cliveazi selectiv ADN-ul.
Punctul slab al acestui mecanism propus consti in faptul ci,
corticoizii nu lizeazi leucocitele sau celulele T mature izolate
din singe sau din organele periferice.

b) Un al doilea mecanism propus, care pare pentru
moment mai aproape de adevir, este actiunea de a bloca
transcrip{ia genei pentru citokine si de a bloca secretia
de citokine din fagocite.

Inhibarea secretiei de IL1, IL6, TNFa de citre
glucocorticoizi, a fost demonstrati atit in vivo cat sl in
vitro. Lipsa de IL1 si TNFa va limita dezvoltarea reactiilor
inflamatorii. De asemenea, corticoizii afecteazi productia
de IL2 de citre celulele T activate, dar acest efect pare sa
nu se producd la dozele terapeutice folosite in imunosupresie.

Toxinele metabolice

Azotiopirina si ciclofosfamida inhibi cresterea si
dezvoltarea limfocitelor (si a altor leucocite!) din precursori
hematologici, si probabil ci determini si liza preferentiala
a celulelor T.

Ciclosporina, tacrolimus (FK506), rapamicini

Cel mai important imunosupresiv folosit la ora actuali
este ciclosporina A sau pe scurt, ciclosporina, descoperiti
in urma cu 20 de ani. Este 0 peptida ciclicd, metabolit
natural al unor specii de fungi. In linii mari si foarte generale
mecanismul siu de actiune este de a inhiba transcriptia
unor gene, cel mai important parind a fi inhibitia genei
pentru IL2.
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Este folositi actualmente pentru preventia si tratamentul
rejectiei grefei; de asemenea a imbunatatit substantial rata
de supravietuire post transplant de maduva.

Tacrolimus, cel de-al doilea imunosupresor din aceasta
_familie* a fost descoperit in urma cu 15 ani. A fost aprobat
de FDA pentru preventia si tratamentul rejectiei la pacientii
cu transplant hepatic si este in studii pentru tratamentul
GVHD (,grafit versus host disease”) la pacientii cu transplant
medular.

Ciclosporina si tacrolimus (FK 506) exercita efecte
similare asupra limfocitelor. Ambii agenti inhiba ,signal
transduction pathway“ (calea de semnalizare celulard)
caracterizatd de o crestere a Ca++ liber intracelular. Pentru
limfocitele T, aceasta conduce la o inhibitie a transcriptie
limfokinelor si a altor geme esentiale pentru functia st
proliferarea acestor celule. Ambele medicamente isi exercita
actiunea numai dupi legarea de receptori distincti, localizati
in interiorul celulei si care poartd denumirea de imunofiline.
O dati legate de imunofiline, complexul medicament +
receptor actioneazi asupra unei tinte comune intracelulare:
o serintreanin - fosfatazd denumitd calcineuring (calciu -
calmodulin protein fosfatazi activatd).

Tacrolimus pare mai potent decét ciclosporina. Ambele
par si aibd, datoritdi mecanismul de actiune, profile de
toxicitate similare, dar totusi nu identice. Din pdcate
administrarea fieciruia dintre aceste doud medicamente se
asociazi cu aparitia de efecte adverse redutabile, incluzand
toxicitate sistemicd renald si nervos centrald. De aceea,
folosirea lor in administrare cronici este limitata.

Rapamicina este cel de-al treilea compus al acestei
,quasi familii“, care inhiba proliferarea celulelor T. A fost
izolat in 1975 din tulpina de ,Streptomices higroscopicus®.

Din punct de vedere structural este un antibiotic (ficand
parte din clasa macrolidelor, deci destul de apropiat de
eritromicini), fiind aseminitor structural cu tacrolimus, cu
care de altfel imparte si acelasi sediu de legare. Mecanismul
prin care inhibd activarea limfocitelor T este insd diferit,
rapamicina inhiband calea de ,signal transduction” care
duce la proliferarea celulard, independent de concentrafia
intracelulard de calciu. La nivelul celulelor T, rapamicina
inhibi proliferarea limfokin - dependenti, fard insd si afecteze
procesul de transcriptie al genelor de limfokine.

Mecanismul de actiune al tuturor acestor trei
medicamente este strins legat de imunofiline. Membrii ai
familiei imunofilinelor, pe scara filogeneticad sunt foarte bine
conservatj, sugerind prezumtia ci pot avea functii celulare
foarte importante. Toate imunofilinele sunt capabile sa
catalizeze izomerizarea cis-trans in jurul legaturilor peptidil
- prolil, ceea ce este cunoscut si definit ca activitate
rotamazicd. Se presupune ci aceastd activitate rotamazicd
serveste la reglarea ,folding“ului proteinelor si a circulatiei
lor intre diferitele tipuri de celule.

Imunofilinele se clasificd in clase distincte:

® ciclosporina se leagi de familia ciclofilinelor (CyF)

® in vreme ce tacrolimus § rapamicina se leagd de
proteina de legare pentru tacrolimus (,FK506 binding
protein“ sau FKBP).

Aceste doui clase sau familii de imunofiline nu prezinta
analogie structurali sau secventiald. Ciclosporina inhiba
activitatea rotamazici a CyP, in vreme ce tacrolimus si
rapamicina inhibi activitatea rotamazici a FKBE

Ceea ce este deosebit de interesant este cd nu aceast
activitate de inhibitie a rotamazei conferd proprietitile
imunosupresoare. Mai degrabii s-ar putea spune cd agentul

imunosupresor actioneazi ca prodrog. Complexul format
intre medicament § ,imunofilin - binding protein” conduce
la sinteza unui inhibitor activ al unei cdi de ,signal
transduction” (18, 20).

Tinta moleculard pentru complexul ciclosporina - CyP
este aceeasi ca si pentru tacrolimus - FKBP si este
calcineurina, in vreme ce pentru rapamicina - FKBP este
diferitii si este reprezentata de membri ai familiei de proteine
TOR (18, 19).

Calcineurina; rol in activarea
celulelor T

Atat ciclosporina cit si tacrolimusul inhibd, dupa cum
am mentionat pe scurt anterior, mecanismele de activare
celulard dependente de Ca++ intracelular, sugerdand ca
aceste medicamente ar putea afecta evenimente asociate
cu o crestere a nivelului de Ca++ intracelular (20, 22).

Nici ciclosporina, nici tacrolimus, singure nu au nici un
efect in eliberarea inozitoltrifosfat-ului in activarea PKC, sau
in modificarea intracelulari a calciului. Totusi, complexele
ciclosporina - CyP sau tacrolimus - FKBP se leagd de trei
proteine din extractul de creier sau timus bovin. Doud
dintre aceste trei proteine au fost identificate si sunt
subunititile A si B ale calcineurinei, o serin - treonin fosfataza
Ca++ - calmodulin dependenti. Cea de-a treia proteind a
fost identificatd si ea, fiind chiar calcineurina.

Faptul ¢ tinta ciclosporinei - CyP si tacrolinus - FKBP
este aceasti Ca++ - calmodulin fosfatazi explica selectivitatea
acestor medicamente pentru ciile de ysignal-transduction®
dependente de Ca++ (18).

Inhibitia calcineurinei se coreleazi cu inhibitia
productiei de limfokine la nivelul celulelor T, cind acestea
sunt activate via complexele TCR - CD3 (20). Mai mult,
studii ale analogilor sintetici ai ciclosporinei §i tacrolimusului
au aritat o stransd corelatie intre inhibitia activitatii
calcineurinei si efectul imunosupresor.

Deci pind in momentul de fatd este unanim acceptat ca,
calcineurina este tinta comund a complexelor ciclosporinei
si tacrolimusului. Ceea ce se stie mai putin este ceea ce se
intampld in aval de calcineurinid (,downstream®). Se
presupune ci calcineurina activati este necesara pentru a
activa componenta citoplasmatica a factorului de transcriptie
NFAT (,nuclear factor of activated T cells). NFAT este
important pentru inducerea unui numar important de gene
pentru limfocite. Pe scurt in acest fel va fi blocata activarea
NFAT si transcriptia TL2 si a genelor altor citokine, ceea
ce va conduce la blocarea proliferirii si diferentierii celulelor
T dependente de IL2.

S-a mai sugerat de asemenea ci ar mai putea exista si
alte substraturi, posibile tinte pentru calcineurind, aparte
de NFAT Nitric oxid sintetaza (a cirei functie la nivelul
limfocitelor nu a fost pe deplin elucidati) poate servi ca
tintd pentru calcineurind.

Revenind la rapamicini si la mecanismul ei de acfiune,
reamintim ci acest antibiotic nu afecteazd concentratia
intracelulard de calciu, neavind drept tinti calcineurina, si
de asemenea nu afecteazi transcriptia genelor pentru
limfokine. Actioneazi insi la nivelul ciclului celular, afectind
mecanismul de semnalizare intracelulard, legat de factorii
de crestere (,growth factor - mediated signaling pathway®).
impértind cu tacrolimus acelasi sediu de legare, intre
aceste doud medicamente existi competitie pentru sediul
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de legare (13).

Daci efectele ciclosporinei si ale tacrolimus se limiteazi
la celulele hematopoetice, rapamicina actioneazi si asupra
altor celule.

Raspunsul celulelor la factorii de crestere si la alti stimuli
mitogeni este afectat in prezenta rapamicinei; de aceea
primele eforturi de elucidare a mecanismului de actiune a
rapamicinei s-au concentrat asupra evenimentelor celulare
ce urmau imediat stimulirii cu GF. Legarea de receptorii
factorilor de crestere (GFRs) este urmati de
tirozinfosforilarea a numeroase substraturi proteice celulare
via PTK si de activarea ulterioari a MAP-kinazei (,mitogen
activated kinaze“).

Studii recente de biochimie au ariitat ci aceste procese
nu sunt afectate de rapamicina. Fosforilarea subunititii
ribozomale 40 s care apare mai tirziu via ,GF signaling”
(semnalizarea celulard produsi de GF) este mediati de
membri ai familiei ,S6 proteinkinaze“ si se crede ci
determina o sintezd mai eficientd a proteinelor implicate in
reglarea ciclului celular (15).

Au fost identificate doud familii de S6 kinaze: familia p70
S6 kinaza si p85 (rsk) S6 kinaza. Activitatea p70 S6 kinazei,
dar nu si a p85 S6 kinazei este inhibati de rapamicini, iar
la nivelul celulelor T aceasti inhibitie a fost corelati cu
inhibitia proliferdrii celulare (18).

Deoarece rapamicina inhiba proliferarea produsi de GF
si proliferarea indusa si de alti diversi mitogeni, s-a investigat
efectul acestui medicament asupra ciclului celular. S-a
constatat ca produce blocarea trecerii de la G1 - S, atét la
mamifere cat §i la tulpinile de Sacharomyces cerevisiae. La
nivelul acestor fungi au fost identificate tintele complexului
R-FKBP; doud gene TOR1 (DRR1) si TOR2 (DRR2).
Mutantele lor conferd rezistenta la rapamicini. Partea
carboxiterminald, atit a TOR1 cat si a TOR2 prezinti
homologie structurali importanti cu lipidkinaza
fosfadilinozital PI3-kinaza. Totusi prezenta activititii kinazice
pentru TOR nu a fost incd stabiliti. De asemenea nu se
cunoagte exact nici functia PI kinazelor. Actualmente se
crede cd ar functiona ca mesageri secunzi implicati in
semnalizarea celulara.

Multiple studii se centreazi pe elucidarea activititii
enzimatice a TOR proteinelor si pe determinarea efectelor
rapamicinei la nivel celular.

Aplicatii clinice ale terapiei
imunosupresoare cu ciclosporina,
tacrolimus si rapamicina

Introducerea ciclosporinei in transplantul de organe a
revolutionat acest domeniu scidzidnd evident incidenta
rejectiei grefei. Din picate insi, efectele adverse apirute la
administrarea cronicad de ciclosporini, dintre care
mentiondm: toxicitate renald, toxicitate SNC, hiperglicemie,
hirsutism, limiteaza folosirea ei pentru terapia de durati.
Mai mult, mentinerea acestei stiri de imunosupresie pe
perioade lungi de timp a dus la cresterea frecventei si
gravitatii complicatiilor infectioase.

Tacrolimus a fost introdus mai recent in terapeutica.
Doud studii prospective, randomizate, multicentrice, care
au comparat eficacitatea tacrolimusului vs. ciclosporini in
transplantul de ficat au dus la aprobarea folosirii lui in acest
tip de transplant. Ambele studii au avut inrolati mai mult
de 500 de pacienti fiecare si au ajuns la aceleasi concluzii
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(14). Un alt studiu efectuat in S.U.A. a concluzionat ci
administrarea de tacrolimus se asociazi cu o rati de
supravietuire a grefei de 82%, comparativ cu 79%, rata de
supraviefuire a'grefei la administrarea de ciclosporini,
demonstrand echivalenta ambilor agenti terapeutici (13).

Scopul inducerii imunosupresiei la recipientii grefei
medulare este mai complex decdt in alte tipuri de
transplanturi de organe. Se incearcd prin aceastdi terapie
nu numai prevenirea rejectiei grefei, dar si situatia inversa,
in care greva reactioneaza impotriva donorului, conducind
la ceea ce se numeste GVHD (,graft versus host disease®).
GVHD reprezintd o cauzi semnificativi de morbiditate si
mortalitate la recipientii de transplant medular. Ciclosporina
se foloseste deja ,traditional” pentru profilaxia si tratamentul
GVHD, dar la fel ca si in celelalte tipuri de transplant se
insoteste de o importanti toxicitate.

Mai multe studii, nerandomizate, care au implicat un
numdr nu foarte mare de pacienti au aratat cd tacrolimus
poate preveni instalarea GVHD, corelat cu un nivel al
toxicitatii acceptabil.

Studii clinice randomizate se afli acum in faza a Ill-a,
urmarind evaluarea rolului acestui medicament in
prevenirea si tratamentul GVHD in transplantul medular.

Aprobarea folosirii tacrolimusului in transplantul hepatic
conferd terapeutului cel putin o optiune in tratamentul si
preventia rejectiei dar, din pdcate, administrarea lui se
acompaniaza §i ea de numeroase reactii adverse.

Mai mult, pentru ca tacrolimus si ciclosporina au aceeasi
fintd intracelulard, administrarea simultani a acestor doui
medicamente nu va creste beneficiul terapeutic, in schimb
va creste frecventa §i gravitatea reactiilor adverse.

In aceeasi ordine de idei, deoarece rapamicina are alti
tintd moleculard, si de aceea un alt mecanism de actiune,
s-ar putea administra concomitent cu coclosporina sau
tacrolimus.

Studii preliminare au aritat eficacitatea rapamicinei
administratd in monoterapie, in prelungirea supravietuirii
grefei in transplantul cardiac, pancreaticoduodenal si renal.
De asemenea meritd subliniat ci, deoarece rapamicina
inhibd proliferarea celulelor T intr-in stadiu mai tardiv
decit ciclosporina sau tacrolimus, existi sansa controlirii
rejectiei grefei rezistente la ciclosporini sau tacrolimus.

Dupd cum am mai mentionat, rapamicina este singurul
medicament dintre cele trei care inhibd proliferarea si a
unor celule nehematopoetice, ca de exemplu a muschiului
neted vascular, prevenind restenozarea post angioplastie.
De asemenea se incearci folosirea rapamicinei in unele boli
autoimune, deocamdati pe animal.
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