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WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

AZA- azathioprine- azatiopryna

BCC- basal cell carcinoma- rak podstawnokomadrkowy

CNI- calcineurin inhibitors- inhibitory kalcyneuryny

CsA- cyclosporine A- cyklosporyna A

EWE/EVE- everolimus- ewerolimus

GKS- glucocorticosteroids- glikokortykosteroidy

HLA- Human leukocyte antigens- gtdwny kompleks zgodnosci tkankowej

IS- immunosuppression- immunosupresja

MMEF- mycophenolate mofetil- mykofenolan mofetilu

MPS- mycophenolate sodium- mykofenolan sodu

mTORi- mammalian target of rapamycin inhibitors- inhibitory szlaku mTOR

NMSC — non-melanoma skin cancers - niemelanocytowe raki skory

PFS- progression- free survival- czas przezycia wolny od progresji, czas przezycia wolny od

choroby

PSI- proliferation signal inhibitors- inhibitory sygnatu proliferacji

RAPA- rapamycin, sirolimus- rapamycyna, sirolimus

SCC- squamous cell carcinoma- rak kolczystokomérkowy, rak ptaskonabtonkowy

TAC- tacrolimus- takrolimus

Treg- T regulatory cells- limfocyty T regulatorowe
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Rola czynnikéow genetycznych i immunologicznych w patogenezie rakéw skory u
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Streszczenie

Allogeniczne przeszczepianie narzgddw unaczynionych niesie za sobg ryzyko rozwoju powiktan,
jakimi sg powiktania chirurgiczne i infekcje, we wczesnym okresie po transplantacji, oraz
powikfania internistyczne i wzrost zachorowania na nowotwory ztosliwe w okresie
pozniejszym. Stale rosngca liczba wykonywanych przeszczepien oraz wydtuzajgcy sie czas zycia
pacjentéw z przeszczepionym narzadem sprawiajg, ze w praktyce klinicznej coraz czesciej
spotykamy sie z powikfaniami odlegtymi. Wsréd nowotworéw ztosliwych rozpoznawanych
de novo u os6b po transplantacji najliczniejszg grupe stanowig nowotwory skory. Ponizsza
praca miata na celu zbadanie roli, jakg odgrywajg czynniki genetyczne i immunologiczne w
etiopatogenezie nowotwordw ztosliwych skdry u pacjentédw po przeszczepieniu nerki, co w

przysztosci pozwolitoby na wprowadzenie skutecznej profilaktyki.

Cel pracy: 1. Zbadanie zaleznosci miedzy wystepowaniem okreslonych antygenéw zgodnosci
tkankowej HLA klasy | i Il a zwiekszong zapadalnoscig na nowotwory ztosliwe skory u pacjentéw
po przeszczepieniu nerki. 2. Ocena aktywnosci limfocytéw T regulatorowych u pacjentow z
rozpoznanym de novo po przeszczepieniu nowotworem ztosliwym skory po wprowadzeniu do
schematu leczenia immunosupresyjnego mTORi. 3. Ocena ryzyka wznowy lub pojawienia sie

kolejnego ogniska nowotworu ztosliwego skdry po wprowadzeniu do leczenia mTORi.

Materiat i metody: Do badan zostali witgczeni pacjenci po przeszczepieniu nerki, pozostajgcy
pod opiekg Poradni Transplantologicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, u ktérych
przeszczepienia dokonano w latach 1983- 2013. W badaniu czynnikdw genetycznych grupe
badang stanowili pacjenci z rozpoznanym de novo po transplantacji niemelanocytowym
rakiem skory, grupe kontrolng zas pacjenci po przeszczepieniu, ktérzy takiego nowotworu nie
rozwineli. W obu grupach poréwnano czestos¢ wystepowania poszczegdlnych antygendw
zgodnosci tkankowej HLA klasy | (AB) i Il (DR) oraz zbadano czy istnieje zaleznos¢ pomiedzy
obecnoscig okreslonych swoistosci antygenowych a zwiekszong zapadalnoscia na raki skéry po
transplantacji narzgdu. Badanie czynnikdw immunologicznych obejmowato grupe pacjentéw
po przeszczepieniu nerki, u ktérych po rozpoznaniu nowotworu zto$liwego skéry zmieniono
schemat leczenia immunosupresyjnego, gdzie jeden z dotychczas stosowanych lekdw zostat
zmieniony na inhibitor sygnatu proliferacji. Metodg cytometrii przeptywowej oznaczono

poziom okreslonych subpopulacji limfocytéw T- przed zmiang leczenia, a nastepnie 6 miesiecy



po niej. Grupe kontrolng stanowili pacjenci po przeszczepieniu narzadu pozostajgcy na
dotychczasowym leczeniu immunosupresyjnym. Jednoczesnie pordwnano przebieg choroby

nowotworowej w obu grupach pacjentéw.

Wyniki i wnioski: 1. W badanej populacji pacjentdw po przeszczepieniu nerki stwierdzono
czestsze wystepowanie antygenu HLA DR15 u chorych z rozpoznanym de novo po
przeszczepieniu NMSC oraz u pacjentdéw z rozpoznanym de novo po transplantacji BCC. W tej
samej populacji chorych stwierdzono czestsze wystepowanie HLA B18 u oséb z rozpoznanym
de novo po przeszczepieniu SCC. 2. P6t roku po wprowadzeniu do leczenia mTORi u pacjentow
po przeszczepieniu nerki z rozpoznanym de novo nowotworem ztosliwym skory obserwowano
statystycznie istotny wzrost odsetka limfocytow regulatorowych we krwi obwodowe;j. 3. Po
wigczeniu do schematu leczenia immunosupresyjnego lekéw z grupy mTORi u pacjentéw z
rozpoznanym de novo po transplantacji nerki nowotworem ztosliwym skéry odnotowano, w
porownaniu z chorymi, u ktérych nie dokonano konwersji na mTORi, rzadsze pojawianie sie

kolejnego ogniska nowotworu oraz wydtuzenie czasu wolnego od choroby.



Wstep

Przeszczepianie nerki jest obecnie uznang i coraz powszechniej stosowang metodg leczenia

schytkowej fazy przewlektej niewydolnosci tego narzadu.

Pierwszego udanego przeszczepienia nerki u ludzi dokonat w 1954 roku w Bostonie chirurg
Joseph Murray we wspodtpracy z Johnem Merillem i Hartwellem Harrisonem [1].
Przeszczepienia tego dokonano u bliznigt jednojajowych, co zagwarantowato przezycie
przeszczepionego narzagdu pomimo braku nastepczej immunosupresji. Kolejne dekady
przyniosty dalszy rozwaj transplantologii. Dzieki lepszemu poznaniu mechanizmdéw odrzucania
przeszczepionego narzadu i, co z tym zwigzane, stworzeniu zasad doboru tkankowego i
wprowadzeniu immunosupresji (IS) mozliwe stato sie allogeniczne przeszczepianie narzgdow
na wiekszg skale.

Kolejne przetomy w transplantologii  wyznaczato wprowadzanie do leczenia lekow
immunosupresyjnych- najpierw azatiopryny (AZA), poczgtkowo samodzielnie, a nastepnie w
potgczeniu z glikokortykosteroidami (GKS), pdzniej, w latach 80-tych XX wieku, pierwszego
inhibitora kalcyneuryny- cyklosporyny A (CsA). Pozwolito to nie tylko na wydtuzenie przezycia
przeszczepionego narzadu, ale réwniez zdecydowanie zmniejszyto Smiertelnos¢ chorych po
przeszczepieniu. Dalsze intensywne badania pozwolity na stworzenie nowych lekéw
immunosupresyjnych, takich jak takrolimus (TAC), mykofenolan mofetylu/sodu (MMF/MPS),
sirolimus (RAPA), ewerolimus (EWE), obecnie powszechnie stosowanych w przewlektej terapii
u biorcéw narzadow.

Pomimo wprowadzenia do transplantologii nowych, skuteczniejszych, a jednoczesnie
bezpieczniejszych lekdéw immunosupresyjnych, nadal przewlekta immunosupresja jest jednym
z gtéwnych czynnikéw etiopatogenetycznych powiktan odlegtych po transplantacji, jakimi sg
infekcje, oraz zwiekszona zapadalnos$¢ na choroby sercowo- naczyniowe i nowotworowe.
Sposréd tych ostatnich najczesciej rozpoznawane sg nowotwory skéry, ktdre stanowig nawet
do 50 % wszystkich nowotwordw ztosliwych rozpoznawanych de novo po transplantacji [2].
Zapadalnos$¢ na nie wzrasta z kazdym rokiem po przeszczepieniu, a skumulowane ryzyko
zachorowania na raka skéry w tej populacji chorych w krajach o duzym nastonecznieniu szacuje
sie na 45% 10 lat po przeszczepieniu i az 70% 20 lat po przeszczepieniu; z kolei w krajach o

umiarkowanym klimacie odpowiednio na 16% i 41% [2-4].



Podobnie jak w populacji ogdlnej najczesciej rozpoznawane ztosliwe nowotwory skéry to
niemelanocytowe raki (NMSC): podstawnokomaorkowy (BCC) i ptaskonabtonkowy (SCC), przy
czym w odroznieniu od populacji ogdlnej dochodzi do odwrdcenia stosunku BCC i SCC, ktory w
populacji ogdlnej wynosi 1: 0,2, a w populacji oséb po przeszczepieniu zmienia sie
na1:2,7 [2,3,5].

Rak ptaskonabtonkowy wedtug wielu autoréw jest najczesciej rozpoznawanym nowotworem
ztosliwym skéry u oséb z przeszczepionym narzgdem- czestos¢ jego wystepowania wzrasta w
najwiekszym tempie w pordwnaniu z populacjg ogdlng; jest rozpoznawany nawet 200- krotnie
czesciej niz u oséb immunokompetentnych [6]. Zapadalnos¢ na raka podstawnokomadrkowego
rowniez wzrasta, przy czym dynamika tego procesu jest stabsza, nowotwér ten jest
rozpoznawany w populacji po przeszczepieniu 10 razy czesciej niz w populacji ogélnej [7].
Wiekszo$¢ autorow opisuje réwniez zwiekszong zapadalnos¢ na czerniaka u chorych po
przeszczepieniu, zazwyczaj kilku- kilkunastokrotnie wiekszg niz w populacji ogdlnej. Jednak,
szczegblnie w pordwnaniu z rakami, istnieje znacznie mniej danych na temat czestosci jego
wystepowania w tej grupie chorych.

W populacji oséb po przeszczepieniu czesciej wystepujg réwniez nowotwory ztosliwe skory,
ktére w populacji ogdlnej wystepuja sporadycznie, takie jak rak z komérek Merkla czy rak z
komorek gruczotow fojowych.

Obraz kliniczny NMSC rozwijajgcych sie de novo u chorych po przeszczepieniu jest zblizony do
tych rozpoznawanych w populacji ogdlnej. Zmiany lokalizujg sie gtéwnie w okolicach
narazonych na dziatanie promieniowania stonecznego. Rozpoznawane sg wszystkie postacie
poszczegdlnych typdw rakdw skory, przy czym u biorcow narzgdow czesciej obserwowane sg
postacie atypowe. Rdzny jest przebieg choroby, szczegdlnie w przypadku SCC, ktéry u oséb po
przeszczepieniu czesciej niz w populacji ogdélnej rozwija sie wieloogniskowo, ma tendencje do
pojawiania sie w mtodszym wieku niz u oséb immunokompetentnych, czesciej wzrasta
naciekajgco, a takze czesciej daje przerzuty [5, 8-9].

Zbiezne z populacjg 0ogdlng sg rowniez niektdre czynniki ryzyka. Wspdlne dla obu populacji sg
wiek, fototyp, ekspozycja na promieniowanie stoneczne oraz uwarunkowania genetyczne.
Raki skéry u oséb immunokompetentnych rozwijajg sie czesciej u oséb po 60 roku zycia, z
niskim fototypem skéry wg klasyfikacji Fitzpatricka (osoby o jasnej karnacji, jasnym kolorze
wtoséw i oczu), z duzg ekspozycjg na promieniowanie ultrafioletowe w wywiadzie. U chorych

po przeszczepieniu nowotwory skéry takze czesciej rozwijajg sie w zaawansowanym wieku,
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dodatkowo znaczenie ma wiek biorcy w momencie przeszczepienia. U pacjentow, u ktorych
przeszczepienia nerki dokonano przed 40 rokiem zycia, raki skéry pojawiajg sie Srednio po
7- 8 latach od przeszczepienia. U chorych, u ktdrych nerka zostata przeszczepiona po 60 roku
zycia czas ten skraca sie do 2- 3 lat [5, 10, 11].

Za jeden z najwazniejszych czynnikéw ryzyka w obu grupach uwaza sie promieniowanie
ultrafioletowe (promieniowanie UV). Jego dziatanie kancerogenne wynika z indukowania
immunosupresji, zaréwno lokalnej w skérze, jak i ogélnoustrojowej, a takze z bezposredniego
uszkodzenia DNA komérek skéry. Jest to jeden z najlepiej poznanych czynnikdw etiopatogenezy
rakow skéry, a zarazem czynnik ktorego wptyw jestesmy w stanie zminimalizowa¢ poprzez
odpowiednie zachowania.

Wsrdod czynnikdw ryzyka nowotwordw skory specyficznych dla osdb po transplantacji
wymienia sie: przyczyne niewydolnosci nerek (czesciej nowotwory rozwijajg sie u oséb z
wielotorbielowatoscig nerek, z nefropatig analgetyczng, rzadziej z nefropatig cukrzycows),
czas dializoterapii przed przeszczepieniem, leczenie immunosupresyjne w okresie
przedtransplantacyjnym, przewlekta immunosupresje po transplantacji oraz zakazenia
wirusowe.

Dominujacg role sposrdd tych czynnikéw odgrywa IS. Znaczenie ma dtugos¢ stosowanej
immunosupresji, stosowanie leczenia indukcyjnego, leczenie epizodow odrzucania
przeszczepu, a takze rodzaj stosowanych lekéw immunosupresyjnych.

Schematy leczenia immunosupresyjnego po transplantacji opierajg sie na kilku grupach lekow.
Stosuje sie antymetabolity (AZA), inhibitory kalcyneuryny (CsA, TAC), selektywne
antymetabolity (MMF/MPS), inhibitory sygnatu proliferacji (RAPA i EWE), gkikokortykosteroidy.
Niekiedy bywa konieczne zastosowanie przeciwciat mono- i poliklonalnych.

Najwiekszy wptyw na rozwdj nowotwordw ztosliwych skory przypisuje sie AZA [12,13].
Zwiekszona zapadalnos¢ na nowotwory pozytywnie koreluje rowniez z catkowitg dawkg CsA
przyjmowang przez pacjentéw oraz z jej poziomem we krwi [14].

W innych badaniach obserwowano wiekszg zapadalno$¢ na nowotwory wsréd chorych
otrzymujgcych tréjlekowy schemat leczenia immunosupresyjnego (CsA- AZA- GKS) niz u
chorych leczonych schematem dwulekowym (AZA- GKS) [2, 10]. Z kolei rzadsze wystepowanie
nowotworow potwierdzono w kilku badaniach u pacjentéw leczonych inhibitorami szlaku

mTOR (inhibitory mTOR, mTORi) — RAPA i EWE [10, 15,16].



Jako kolejne czynniki ryzyka zwiekszonej zapadalnosci na raki skdry wymienia sie te zwigzane z
antygenami zgodnosci tkankowej (HLA). Niezgodnos$¢ w uktadzie HLA miedzy dawcy i biorcg
jest posrednim czynnikiem ryzyka, jako ze im wieksza tym wymaga stosowania silniejszej
immunosupresji. Istniejg réowniez badania, ktére wigzg zwiekszong zapadalnos¢ na raki skory z
obecnoscig okreslonych antygendw gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej. W zaleznosci od
badanej populacji obserwowano czestsze wystepowanie pewnych swoistosci antygenowych u

0s6b z rozpoznanym rakiem skoéry, zaréwno w populacji ogélnej, jak i oséb po transplantacji.
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Cele pracy:

1. Zbadanie zaleznosci miedzy wystepowaniem okreslonych antygendw zgodnosci tkankowej
HLA klasy | i Il a zwiekszong zapadalnos$cig na nowotwory ztosliwe skéry u pacjentéw po
przeszczepieniu nerki.

2. Ocena aktywnosci limfocytéw T regulatorowych u pacjentéw z rozpoznanym de novo po
przeszczepieniu nowotworem ztosliwym skéry po wprowadzeniu do schematu leczenia
immunosupresyjnego mTORi.

3. Ocena ryzyka wznowy lub pojawienia sie kolejnego ogniska nowotworu ztosliwego skory po

wprowadzeniu do leczenia mTORi.

Cele pracy zostaty zrealizowane w cyklu 3 spdjnych tematycznie prac- 2 oryginalnych i jedne;j

pogladowej co zostato ponizej w skrécie opisane.

Badania wykonane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej podzielono na dwie czesci:
pierwszg, obejmujgcg badanie czynnikdw genetycznych i drugy, obejmujgcg badanie
czynnikéw immunologicznych.

Do badania w obu przypadkach zostali wtgczeni pacjenci po przeszczepieniu nerki, pozostajgcy
pod opiekg Poradni Transplantologicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, u ktérych

przeszczepienia dokonano w latach 1983- 2013.
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1. Praca oryginalna Association Between HLA Type and skin Cancer in Kidney Transplant

Recipients, Transplantation Proceedings 2016; 48: 1608-1619 IF 0.908

W ramach tej pracy starano sie uzyska¢ odpowiedz na pierwszy przedstawiony powyzej cel
czyli zbadanie zaleznosci miedzy wystepowaniem okreslonych antygenéw zgodnosci
tkankowej HLA klasy | (Ai B) i Il (DR) a zwiekszong zapadalnoscig na nowotwory ztosliwe skory
u pacjentdw po przeszczepieniu nerki.

Grupe badang stanowito 39 chorych z rozpoznanym de novo po przeszczepieniu NMSC, grupe
kontrolng 50 pacjentéw po przeszczepieniu nerki, ktorzy takiego nowotworu nie rozwineli.
Obie grupy byty dobrane zgodnie pod wzgledem ptci, wieku, fototypu skéry, deklarowanej w
przesztosci ekspozycji na promieniowanie stoneczne (do badania nie wtgczono osdb, ktére w
wywiadzie podawaty epizod zamieszkania lub pracy w krajach o duzym nastonecznieniu),
wieku w momencie transplantacji oraz czasu po transplantacji. W obu grupach podobny byt
odsetek osob, ktére wymagaty leczenia epizodu ostrego odrzucania przeszczepu (16% w grupie
badanej i 18 % w grupie kontrolnej). W obu grupach najczesciej stosowanym schematem
leczenia immunosupresyjnego byt GKS, MMF, CNI. W grupie badanej 7 chorych prezentowato
pojedyncze ognisko SCC, 17 chorych- BCC, 15 chorych prezentowato wieloogniskowe raki skory,
zazwyczaj obu typéw. W obu grupach przeanalizowano czesto$¢ wystepowania
poszczegdlnych antygendw zgodnosci tkankowej HLA klasy I i Il. Uzyskane wyniki poréwnano
ze sobg, a takze z czestoscig wystepowania poszczegélnych antygendw w populacji ogdlnej,
ktdra reprezentowato 100 zdrowych oséb.

Obliczenia statystyczne wykonano przy uzyciu programu Statistica, wersja 10.0. (StatSoft, Inc.
2011). Analizy czestosci alleli oraz innych cech jako$ciowych dokonano przy uzyciu testu x2
metodg Pearsona. Zmienne niezalezne spetniajgce zatozenia dla testéw parametrycznych
analizowane byly za pomocg testu t-Studenta. Zmienne niezalezne, niespetniajgce zatozen
testbw parametrycznych, analizowano za pomocg testdow nieparametrycznych
(odpowiednikdéw ANOVA): testu U Manna-Whitneya (pordwnania dwdch préb) badz Kruskala-
Wallisa (poréwnania wielu préb). llorazy szans (OR, ang. odds ratio) z 95% zakresami ufnosci
okreslano metodg regresji logistycznej. We wszystkich testach, jako znamienny poziom
istotnosci statystycznej uznano p<0,05.

W przeprowadzonym badaniu stwierdzono istotne statystycznie czestsze wystepowanie

antygenu HLA- DR 15 u pacjentow z rozpoznanym NMSC w poréwnaniu z grupg
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kontrolng (6,41% v 0,0% p=0.014). Antygen ten wystepowat rowniez czesciej u tych chorych
niz w populacji ogdélnej (6,41 % v 3,54%), jednak rdzinica ta nie osiggneta istotnosci
statystycznej (p= 0,29). Istotne statystycznie czestsze niz w grupie kontrolnej wystepowanie
HLA DR 15 wykazano réwniez u 0sob z rozpoznanym BCC (9% v 0%, p= 0,04). Inng odnotowang
zaleznoscig byto czestsze wystepowanie antygenu HLA B18 u o0sdb z rozpoznanym SCC w
poréwnaniu z zaréwno grupg kontrolng (26% v 10,8% P=0.03 ), jak i populacjg ogdlng ( 26% v
8% p=0,002).

Nie odnotowano natomiast zadnej korelacji pomiedzy wystepowaniem okreslonych
antygendw zgodnosci tkankowej a obecnoscig mnogich ognisk rakow skoéry.

Zwigzek pomiedzy wystepowaniem okreslonych antygenéw zgodnos$ci tkankowej a zwiekszong
zapadalnoscig na nowotwory skdry u osob po transplantacji byt juz przedmiotem badan w
réznych populacjach. Opisano dotychczas pozytywng korelacje miedzy obecnoscig antygenu
HLA A1l a zwiekszonym ryzykiem rozwoju NMSC u pacjentéw w Australii, negatywng za$ w
populacji europejskiej. Stwierdzono réwniez czestsze wystepowanie HLA B27 u biorcéw z
rozpoznanym de novo po przeszczepieniu NMSC, zarowno w populacji australijskiej, jak i w
Europie. W badaniu przeprowadzonym w Polsce, w osrodku krakowskim, nie wykazano
wptywu rodzaju ani liczby zgodnych antygenéw HLA na rozwéj rakéw skory. W prezentowanym
badaniu z osrodka gdanskiego odnotowano czestsze wystepowanie HLA DR15 u osdb z
rozpoznanym po transplantacji NMSC oraz czestsze wystepowanie antygenu HLA B18 u
chorych, ktorzy po przeszczepieniu rozwineli SCC. Sg to korelacje nieopisane wczesniej w

literaturze.

Na podstawie wynikéw tej pracy sformutowano nastepujgcy wniosek:

1. W populacji pacjentdw po przeszczepieniu nerki, pozostajgcych pod opiekg Poradni
Transplantologicznej w Gdansku, stwierdzono czestsze wystepowanie antygenu HLA DR15 u
chorych z rozpoznanym de novo po przeszczepieniu NMSC oraz u pacjentdéw z rozpoznanym de
novo po transplantacji BCC. W tej samej populacji chorych stwierdzono czestsze wystepowanie

HLA B18 u 0sdéb z rozpoznanym de novo po przeszczepieniu SCC.
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2. Praca oryginalna Evaluation of Quantitative Changes in Regulatory T cells in Peripheral
Blood of Kidney Transplant Recipients with Skin Cancer after Conversion to mTOR Inhibitors,

Advances in Dermatology and Allergology 2018; XXXV (5): 474-480 IF 1,757

Praca ta miata na celu odpowiedz na dwa kolejne cele czyli ocene aktywnosci limfocytéw T
regulatorowych u pacjentdw z rozpoznanym de novo po przeszczepieniu nowotworem
ztosliwym skéry po wprowadzeniu do schematu leczenia immunosupresyjnego mTORi oraz
ocene ryzyka wznowy lub pojawienia sie kolejnego ogniska nowotworu ztosliwego skory po
wprowadzeniu do leczenia tych lekdw.

Do badania wifaczonych zostato 14 pacjentéw, z rozpoznanym de novo po transplantacji
nowotworem ztosliwym skory, u ktérych z tego powodu wdrozono mTORi. Sposrdd pacjentow
wigczonych do badania siedmiu prezentowato pojedyncze ognisko raka BCC, dwdch
pojedyncze ognisko raka SCC, jeden pojedyncze ognisko czerniaka, czterech wieloogniskowe
raki skory, gdzie wspotwystepowaty BCC i SCC. W 6 przypadkach AZA zamieniono na EWE, w 4
CNI na EWE, w 3 przypadkach MMF na EWE, w jednym przypadku AZA na RAPA.

U wszystkich badanych metoda cytometrii przeptywowej oznaczono we krwi obwodowe;j
odsetek limfocytéw T o fenotypach: CD3*, CD3* CD4*, CD3 *CD8*, CD4 *CD25 -, CD4 *CD25",
CD4'°w CD25"e" oraz ich wzajemny stosunek. Komdrki regulatorowe identyfikowano jako
limfocyty o niskiej ekspresji CD4 i wysokiej CD25, zgodnie z metoda zaproponowang przez
Bryl, i wsp [17]. Oznaczen dokonano przed zmiang leczenia i 6 miesiecy po niej. Otrzymane
wyniki opracowano nieparametrycznym testem obserwacji par Wilcoxona, za poziom
istotnosci statystycznej uznano p <0,05.

Wykonana analiza nie wykazata zmian w odsetku, zaréwno limfocytéw T (CD3%), jak i
limfocytdw T pomocniczych (CD3* CD4%). Znaczgco wzrdst natomiast odsetek limfocytow T
cytotoksycznych (CD3* CD8*), u niektérych pacjentéw niemal zréwnujac sie z poziomem
limfocytow pomocniczych. Jednak zmiana stosunku komérek CD4*/CD8"nie byta statystycznie
istotna (p=0,07). Analiza subpopulacji limfocytéw CD4* wykazata, ze 6 miesiecy po zmianie
leczenia nie zmienif sie odsetek komdrek CD4* CD25 i CD4*i CD25*, wzrdst natomiast odsetek
komérek CD4 '°"CD25 "ieh ( 3,08% v 3,41%, p= 0,09). Doszto réwniez do istotnego statystycznie
spadku proporcji pomiedzy limfocytami aktywowanymi i regulatorowymi na korzys¢ tych

drugich (CD4* i CD25*/ CD4'ow CD25"e" 6,52 v 4,29, p= 0,03).
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Oceniano ponadto wptyw zmiany leczenia na pojawienie sie kolejnych ognisk rakow skory. W
tym celu poréwnano przebieg choroby pacjentéw z grupy badanej z grupg kontrolng, ktérg
stanowito 18 pacjentéw po transplantacji z rozpoznanym de novo nowotworem ztosliwym
skéry, pozostajagcych na dotychczasowym schemacie leczenia, bez mTORi. Czestosc
wystepowania wznowy lub pojawienia sie nowego ogniska nowotworu skéry w obu grupach
poréwnano testem chi kwadrat, zas dtugosc przezycia wolnego od choroby (progression free
survival, PFS) poréwnano testem long- rank. Poziom istotnosci statystycznej w obu testach
ustalono na p<0,05.

W grupie kontrolnej u jedenastu chorych rozpoznano pojedyncze ognisko BCC, u czterech
chorych- pojedyncze ognisko SCC, u trzech chorych wieloogniskowe raki skéry. Schematy
leczenia, ktore otrzymywali badani pacjenci to: dwunastu pacjentow: CNI, GKS i MMF, trzech:
CNI i MMF, trzech: GKS, CNI i AZA. W klinicznej obserwacji, ktéra trwata od 2 do 6 lat po
konwersji, rozwdj kolejnego ogniska nowotworu skéry odnotowano u jednego pacjenta w
grupie badanej i u 8 pacjentdw z grupy kontrolnej, co wykazato statystycznie mniejszy odsetek
kolejnych rakéw skoéry u pacjentow po wprowadzeniu mTORi (p= 0,022). Dodatkowo u
pacjentdw w grupie badanej statystycznie istotnie dtuzszy byt czas PFS (p=0.016).
Allogeniczne przeszczepianie narzaddw nieodzownie tgczy sie ze stosowaniem nastepczej
immunosupresji. Ten stan obnizonej odpornosci u pacjentéw uzyskuje sie poprzez stosowanie
lekéw, ktére w réznych mechanizmach hamujg odpowiedZ immunologiczng na przeszczepiony
narzad. Wiadome jest, ze réwniez w obrebie ludzkiego uktadu odpornosciowego istniejg
naturalne komodrki generujgce stan immunosupresji, ktére w prawidtowych warunkach
zabezpieczajg przed rozwojem choréb autoimmunologicznych i alergii. Odkrycie ich
wiasciwosci wzbudzito duze zainteresowanie, gdyz dawato nadzieje na stworzenie nowego
Srodka terapeutycznego w chorobach z autoagresji i po przeszczepach allogenicznych.
Ograniczeniem jest fakt, ze ich nadmierna aktywacja sprzyja infekcjom i chorobom
nowotworowym.

Za wywotywanie stanu naturalnej immunosupresji odpowiedzialna jest subpopulacja
limfocytow T, limfocyty regulatorowe, ktéra poczatkowo byta definiowana jako populacja
komorek z ekspresjg receptoréw CD4 i CD25. Obecnie wiemy, ze tylko czesé¢ komodrek o tym
fenotypie wykazuje hamujace dziatanie wobec komdérek efektorowych. Sg to te, ktére
wykazujg ekspresje czynnika transkrypcyjnego FOXP3* lub, jak wykazata Bryl i wsp.,

odpowiadajace im komérki o fenotypie CD4'°% CD25Meh [17]. Poszczegdlne leki IS w rézny
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sposdb modyfikujg dziatanie uktadu immunologicznego. Inhibitory kalcyneuryny dziatajg
nieselektywnie i wywotujg supresje, zaréwno ramienia cytotoksycznego, jak i regulatorowego
odpowiedzi immunologicznej. Inhibitory sygnatu proliferacji (PSI) dziatajg bardziej wybiérczo.
Przy wprowadzeniu ich do schematu IS obserwowano w badaniach wzrost populacji komadrek
regulatorowych we krwi obwodowe] pacjentéw [18-21]. Potwierdzone to zostato tez w
powyzszym badaniu, gdzie odnotowano po 6 miesigcach od wprowadzenia PSI, wzrost odsetka
limfocytow CD4'°" CD25Me", Jednoczeénie nadal, nawet przy pobudzeniu aktywnoéci komérek

regulatorowych, leki te wykazywaty dziatanie antynowotworowe.

Na podstawie tak przeprowadzonych badan wyciggnieto nastepujgce wnioski:

2. P6t roku po wprowadzeniu do leczenia mTORi u pacjentdw po przeszczepieniu nerki z
rozpoznanym de novo nowotworem ztosliwym skdry obserwowano statystycznie istotng
zmiane proporcji w obrebie subpopulacji limfocytéw T krwi obwodowej pomiedzy limfocytami
aktywowanymi a regulatorowymi, na korzysé tych drugich.

3. Po wtaczeniu do schematu leczenia immunosupresyjnego lekéw z grupy mTORi u pacjentow
z rozpoznanym de novo po transplantacji nerki nowotworem zto$liwym skéry odnotowano, w
poréwnaniu z chorymi, u ktérych nie dokonano konwersji na mTORI, rzadsze pojawianie sie

kolejnego ogniska nowotworu oraz wydtuzenie PFS.

3. Praca pogladowa Rola czynnikéw genetycznych i immunologicznych w patogenezie rakéw
skéry u pacjentéw po przeszczepieniu narzagdéw unaczynionych,

Forum Nefrologiczne 2018; 11 (4): 256-262

Celem pracy byto przedstawienie czynnikdow ryzyka rozwoju rakdw skory u pacjentéow po
przeszczepieniach narzgdowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem czynnikdw genetycznych i
immunologicznych. W artykule zebrano opisane dotychczas w literaturze dane na temat
czestosci wystepowania okreslonych antygenéw zgodnosci tkankowej u pacjentéow z
rozpoznanym de novo po transplantacji NMSC. Oméwiono réwniez wptyw poszczegdlnych
lekdw immunosupresyjnych na kancerogeneze skdérna, z zaznaczeniem ich wptywu na

subpopulacje limfocytédw regulatorowych.
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Podsumowanie

Stale rosngca liczba wykonywanych przeszczepien narzgdowych oraz wydtuzajgcy sie czas
przezycia chorych z przeszczepionym narzgdem sprawiajg, ze w praktyce klinicznej coraz
czesciej mamy do czynienia z odlegtymi powiktaniami potransplantacyjnymi. Stad powstata
potrzeba jak najszerszego poznania patomechanizmu tych schorzen, aby mozliwe stato sie
wdrozenie skutecznej profilaktyki. Potwierdzenie istnienia zaleznosci pomiedzy
wystepowaniem okreslonych antygendéw zgodnosci tkankowej HLA a zwiekszong
zapadalnoscia na raki skéry pozwolitoby na wytonienie ,genetycznych markeréow”,
identyfikujgcych pacjentéw o znacznym ryzyku rozwoju tego powikfania. Wyniki dotychczas
przeprowadzonych badan w tym zakresie nie dajg jednak jednoznacznej odpowiedzi czy
istniejg okreslone antygeny predysponujgce do rozwoju NMSC w tej populacji chorych.
Allogeniczne przeszczepianie narzagdow niesie za sobg konieczno$¢ stosowania
immunosupresji. Jest to czynnik sprzyjajgcy powstawaniu nowotwordw, ktérego nie bedziemy
w stanie w najblizszym czasie wyeliminowaé. Wydaje sie jednak, ze badania pogtebiajgce naszg
wiedze o mechanizmach immunologicznych w jakich ten stan obnizonej odpornosci
indukujemy, mogtoby pozwoli¢ w przysztosci na stworzenie nowych, by¢ moze bardziej
spersonalizowanych schematéw leczenia IS, ktdére gwarantowatyby utrzymanie

funkcjonujacego przeszczepu przy generowaniu jak najmniejszej ilosci powiktan.
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Abstract

Allogenic solid organ transplantation is associated with the risk of complications such as
surgical ones and infections in the early post-transplant period, as well as those of internal
medicine and increased incidence of malignant neoplasms in the longer perspective. A
constantly growing number of transplantations and extended life expectancy in patients
following organ transplantation result in a higher rate of long-term complications in clinical
practice. Skin neoplasms are the largest group of malignant neoplasms diagnosed de novo in
post-transplant patients. The aim of this study was to investigate the role of genetic and
immunological factors in etiopathogenesis of malignant neoplasms of the skin in patients after

renal transplantation, to enable effective prophylaxis in the future.

Aim of the study: 1. Analysis of the relationships between the presence of certain class | and
class Il HLA and increased incidence of malignant neoplasms of the skin in patients after renal
transplantation. 2. Assessment of regulatory T cells activity in patients with de novo diagnosed
malignant skin neoplasm after the introduction of immunosuppressive mTORi treatment.
3. Assessment of the risk of tumor recurrence or occurrence of a new malignant neoplastic

lesion in the skin following the introduction of mTORi treatment.

Materials and methods: Patients following renal transplantation, treated in the Transplant
Outpatient Clinic of the Medical University of Gdanisk, who received transplants in the years
1983 — 2013 were included to the study. In the analysis of genetic factors the study group
included patients with non-melanoma skin cancer diagnosed de novo after the
transplantation, and the control group comprised post-transplant patients without such
neoplasm. In both groups the frequency of class | (AB) and Il (DR) HLA was compared, and the
potential relationship between the presence of certain antigen specificity and increased
incidence of skin cancers in post-transplant patients was examined. Immunological factors
were analysed in the patients after renal transplantation who, after the diagnosis of malignant
skin neoplasm, received a modified immunosuppressive therapy in which one of the previous
medications was switched to a proliferation signal inhibitor. Using flow cytometry, the levels
of T-cell subpopulations were determined before and 6 months after the treatment

modification. The control group comprised post-transplant patients whose
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immunosuppressive therapy was not changed. Also the course of the neoplastic disease was

compared between both groups of patients.

Results and conclusions: 1. In the study group a higher occurrence of HLA DR15 was found in
the patients with de novo diagnosed both NMSC and BCC. In the same population, HLA B18
was observed more frequently in patients with SCC de novo diagnosed after renal
transplantation. 2. Six months after the introduction of mTORi in patients after kidney
transplantation with de novo recognized malignant skin neoplasms, a statistically significant
increase of regulatory T-cell ratio in peripheral blood was observed. 3. Following the
introduction of immunosuppressive treatment with mTORi in the patients with malignant skin
neoplasms diagnosed de novo after the renal transplantation, a lower incidence of secondary
skin cancer was observed, as well as increased progression free survival, compared to the

patients whose therapy was not modified to include mTORi.
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Introduction

Renal transplantation is presently a recognized and increasingly common method of treatment

in end-stage kidney failure.

The first successful human kidney transplantation was conducted in 1954 in Boston by Joseph
Murray in co-operation with John Merill and Hartwell Harrison [1]. The transplant was
performed in identical twins, which ensured survival of the transplanted organ, despite the
absence of further immunosuppressive treatment. Next decades witnessed development of
transplantology. Due to a better understanding of the mechanisms of rejection of transplanted
organs, subsequent development of the rules for histological matching and the introduction
of immunosuppression (IS), allogeneic transplantation of organs is possible on a larger scale.
Further breakthroughs in transplantology were associated with the introduction of new
immunosuppressive agents: starting with azathioprine (AZA), initially on its own, then in
combination with glucocorticosteroids (GKS), followed by the first calcineurin inhibitor,
cyclosporine A (CsA) in the 1980s. It not only ensured extended survival of the transplanted
organ, but also significantly reduced mortality in post-transplant patients. Further intensive
research resulted in the development of new immunosuppressive medications, including
tacrolimus (TAC), mycophenolate mofetil/sodium (MMF/MPS), sirolimus (RAPA) and
everolimus (EVE), presently commonly used in the long-term therapy of organ recipients.
Despite the introduction of new, more effective and safer immunosuppressants, chronic
immunosuppression is still among the principal etiopathogenetic factors contributing to long-
term complications such as infections and increased incidence of cardiovascular and
oncological diseases. Among the latter, the most frequent ones are skin neoplasms, which
contribute up to 50% of all malignant neoplasms diagnosed de novo in post-transplant patients
[2]. Their incidence increases with every year following the transplantation, and the
cumulative risk of skin cancer in this population of patients in the countries with high sun
exposure is estimated at 45% 10 years following the transplant, and at 70% 20 years after the
transplant. In the moderate climate countries the rates are 16% and 41%, respectively [2-4].
Similarly as in the general population, the most frequently diagnosed malignant skin
neoplasms are non-melanoma skin cancers (NMSC): basal cell carcinoma (BCC) and squamous
cell carcinoma (SCC). However, the BCC to SCC ratio is reversed: in the general population it is

1: 0.2, and in post-transplant patients it is 1: 2.7 [2, 3, 5].
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Squamous cell carcinoma, according to many authors, is the most frequently found malignant
skin neoplasm in patients with transplanted organs. Its incidence increases at the greatest rate,
compared to the general population; it is diagnosed up to 200 times more often than in
immunocompetent individuals [6]. The incidence of basal cell carcinoma also increases, but
the dynamics of that process is lower; the neoplasm is diagnosed in post-transplant patients
10 times more often than in the general population [7].

The majority of authors also report increased incidence of melanoma in post-transplant
patients. It is usually a few or several times higher than in the general population. However,
especially in comparison with cancers, the data regarding its incidence in this group of patients
is limited.

Malignant skin neoplasms rarely observed in the general population, such as Merkel cell
carcinoma or sebaceous carcinoma, are also more often found in patients following organ
transplantation.

The clinical picture of NMSC developing de novo in post-transplant patients is similar to that
observed in the general population. These lesions are located mainly in the areas exposed to
solar radiation. All forms of skin cancer types are observed, although atypical forms are more
frequently found in organ recipients. The course of the disease varies, especially in the case of
SCC which in post-transplant patients is more often multifocal compared to the general
population; it also tends to occur in younger age compared to immunocompetent individuals,
it is more often invasive and characterized by a higher metastatic potential [5, 8-9].

Certain risk factors are similar to those in the general population, e.g. age, phototype,
exposure to sunlight and genetic predisposition. Skin cancers in immunocompetent patients
develop more frequently in individuals over 60 years of age, type | and Il of Fitzpatrick
phototype scale (people with fair skin, hair and eyes), and with a history of high exposure to
ultraviolet radiation. In post-transplant patients skin neoplasms also are more frequently
found in advanced age; the recipients age at the moment of transplantation is also a factor. In
patients who received a renal transplant before 40 years of age skin cancers occur on average
after 7 - 8 years following the procedure. In patients who received the kidney when they were
over 60 years old this time is reduced to 2 - 3 years [5, 10, 11].

Ultraviolet radiation (UV radiation) is considered one of the most important risk factors in both
groups. Its carcinogenic effect is due to induced immunosuppression, both local, in the skin,

and systemic, as well as due to the direct damage of DNA in skin cells. UV radiation is among

21



the best recognized factors in the etiopathogenesis of skin cancers, and also a factor which
impact we can decrease through proper behaviour.

Risk factors for skin neoplasms specific for post-transplant patients include: the cause of renal
insufficiency (neoplasms develop more frequently in patients with multicystic kidneys,
analgesic nephropathy, less often in those with diabetic nephropathy), length of dialysis
therapy prior to the transplantation, pre-transplantation immunosuppressive therapy, long-
term immunosuppression after the transplantation, and viral infections.

Among these factors, IS plays a dominant role. The length of immunosuppression, use of
induction therapy, treatment of the transplant rejection episodes, as well as the type of
immunosuppressants are important.

The immunosuppressive therapy regimens following a transplantation are based on a few
groups of medications. They include antimetabolites (AZA), calcineurin inhibitors (CsA, TAC),
selective antimetabolites (MMF/MPS), proliferation signal inhibitors (RAPA and EVE), and
glucocorticosteroids. In certain cases the use of mono- and polyclonal antibodies is required.

AZA is considered to have the greatest effect on the development of malignant skin neoplasms
[12, 13]. Increased incidence of neoplasms is also positively correlated with the total dose of
CsA received by patients, and with its blood levels [14].

Other studies revealed an increased incidence of neoplasms in patients receiving triple
immunosuppression (CsA - AZA - GKS) compared to those treated with two medications (AZA
- GKS) [2, 10]. A few studies confirmed a lower incidence of neoplasms in patients treated with
mMTOR inhibitors (mTOR, mTORi): RAPA and EVE [10, 15, 16].

Further risk factors for increased incidence of skin cancers include those associated with
histocompatibility antigens (HLA). Incompatibility between the HLA systems of the donor and
the recipient is an intermediate risk factor, as the greater the discrepancy, the stronger
immunosuppression is required. Some studies also report a relationship between increased
incidence of skin cancers and the presence of certain antigens of the main histopathological
compatibility system. Depending on the population studied, certain antigen specificities were
observed more frequently in patients diagnosed with skin cancer, both in the general

population and in patients after transplantation.
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Aims of the study:

1. Analysis of the relationships between the presence of certain class | and class Il HLA and
increased incidence of malignant neoplasms of the skin in patients after renal transplantation.
2. Assessment of regulatory T cells activity in patients with de novo diagnosed malignant skin
neoplasm after the introduction of immunosuppressive mTORi treatment.

3. Assessment of the risk of tumor recurrence or occurrence of a new malignant neoplastic

lesion on the skin following the introduction of mTORi treatment.

These aims were achieved through a cycle of 3 publications within the same subject area: two

original articles, and one review article, all described below.

The studies conducted as part of this doctoral dissertation are divided into two parts: the first
one includes the analysis of genetic factors, and the second involves examination of
immunological factors.

Both parts involved patients following renal transplants, treated in the Transplant Outpatient

Clinic of the Medical University of Gdansk, who received transplants in the years 1983 —2013.
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1. Original article Association Between HLA Type and skin Cancer in Kidney Transplant

Recipients, Transplantation Proceedings 2016; 48: 1608-1619 IF 0.908

This article addressed the first of the aims presented above, i.e. the analysis of the relationship
between the presence of certain class | (A and B) and Il (DR) HLA antigens and increased
incidence of malignant neoplasms of the skin in patients after renal transplantation.

The study group included 39 patients after the transplantation with de novo diagnosed NMSC,
and the control group comprised 50 patients with kidney transplants who did not develop such
neoplasm. Both groups were matched for sex, age, skin phototype, declared history of
exposure to UV radiation (patients who reported a history of living or working in countries with
high sun exposure were not included in the study), age at the moment of transplantation and
the time passed since the transplantation. In both groups the rate of patients who at some
point required treatment of acute transplant rejection was similar (16% in the study group and
18% in the control group). In both groups the most frequently used immunosuppressive
therapy was GKS, MMF and CNI. In the study group 7 patients presented with a single SCC, in
17 patients a single BCC, and 15 patients had multifocal skin cancers, typically of both types.
In both groups of patients the occurrence of particular class | and Il HLA was analysed. The
results were compared, and juxtaposed with the occurrence of particular antigens in the
general population, represented by 100 subjects.

The statistical analysis was conducted using the Statistica 10.0 software (StatSoft, Inc. 2011).
The X2 test and Pearson’s method were used to analyse the frequency of alleles and other
qualitative characteristics. The independent variables fulfilling the criteria for parametric tests
were analysed using the Student’s t-test. The individual variables that did not meet the criteria
for parametric tests were analysed with the use of non-parametric tests (equivalent to
ANOVA): Mann-Whitney U-test (comparison of two samples) or Kruskall-Wallis test
(comparison of multiple samples). The odds ratios (OR) with 95% confidence interval were
determined using logistic regression. In all the tests the statistical significance threshold was p
<0.05.

The study revealed a statistically significantly more frequent presence of HLA-DR 15 in patients
diagnosed with NMSC, compared to the control group (6.41% v 0.0% p = 0,014). This antigen
was also more often found in this group of patients than in the general population (6.41% vs

3.54%); however, the difference was not statistically significant (p = 0.29). A statistically
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significantly higher presence of HLA DR-15 was demonstrated also in patients diagnosed with
BCC (9% vs 0%, p = 0.04). A more frequent presence of HLA B18 was also observed in patients
diagnosed with SCC compared to the control group (26% vs 10.8% p = 0.03 ), as well as to the
general population (26% vs 8% p = 0.002).

No correlation was found between the occurrence of certain histocompatibility antigens and
the presence of multiple skin cancer.

The relationship between the occurrence of certain histocompatibility antigens and increased
incidence of skin neoplasms in post-transplant patients was analysed in studies involving
various populations. A positive correlation was reported between the presence of HLA A1l
and an increased risk of NMSC in Australian patients, whereas in the European population the
correlation was negative. In addition, HLA B27 was more frequently found in recipients with a
diagnosis of de novo NMSC, both in the Australian and European populations. A Polish study
conducted in Krakow revealed no effect of the type or number of compatible HLA antigens on
the development of skin cancers. The presented study from the Clinic in Gdansk reported a
more frequent presence of HLA DR15 in patients diagnosed with NMSC after the
transplantation, and a more frequent occurrence of HLA B18 in patients who developed SCC

after the transplantation. These correlations have not been described in the literature before.

Based on the results of the above study, the following conclusion was formulated:

1. In the population of patients following renal transplant a higher occurrence of HLA DR15
was found in patients with de novo diagnosed both NMSC and BCC. In the same population,
HLA B18 was observed more frequently in post-transplant patients with de novo diagnosed

SCC.

2. Original article: Evaluation of Quantitative Changes in Regulatory T cells in Peripheral
Blood of Kidney Transplant Recipients with Skin Cancer after Conversion to mTOR Inhibitors,
Advances in Dermatology and Allergology 2018; XXXV (5): 474-480 IF 1,757

The purpose of this study was to address the two other aims, i.e. the assessment of the activity
of regulatory T cells in post-transplant patients with de novo diagnosed malignant skin

neoplasm following the introduction of mTORi to the immunosuppressive therapy, as well as
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the evaluation of the risk of tumour recurrence or occurrence of another malignant skin
neoplasm following the introduction of these medications.

The study involved 14 post-transplant patients diagnosed with de novo malignant skin
neoplasm who received mTORi due to the diagnosis. Among the patients included in the study,
seven presented with a single BCC, two presented with a single SCC, one patient presented
with a single focus of melanoma, and four patients had multifocal skin cancers, with
concurrent BCC and SCC. In six cases AZA was switched to EVE, in four cases calcineurin
inhibitors were switched to EVE, in three cases MMF was switched to EVE, and in one case AZA
was switched to RAPA.

In all the patients flow cytometry was used to determine the rates of T cells of the following
phenotypes: CD3*, CD3* CD4 *, CD3 *CD8 +, CD4 *CD25 -, CD4 *CD25*, CD4 '°CD25 "ieh in
peripheral blood, as well as the ratios between them. Treg cells were identified as lymphocytes
with a low CD4 expression and a high CD25 expression, following the method proposed by
Bryl et al. [17]. The analysis was performed before the treatment conversion and 6 months
after the modification. The results were processed using a non-parametric Wilcoxon signed-
rank test, with statistical significance at p < 0.05.

The analysis did not reveal changes in the rate of T cells (CD3 *), or T helper cells (CD3 *CD4").
The rate of cytotoxic T cells (CD3 *CD8 *) increased significantly in some patients, almost
reaching the levels of T helper cells. However, the change in the CD4 */CD8 * ratio was not
statistically significant (p = 0.07). The analysis of CD4 * subpopulation demonstrated that 6
months after the treatment conversion the rates of CD4 * CD25 -, CD4 * and CD25* cells did
not changed, while the rate of CD4 '°“CD25 "&" increased (3.08% vs 3.41%, p = 0.09). In
addition, a statistically significant decrease of the proportion between activated lymphocytes
and Treg cells was observed, in favor of the latter (CD4 * and CD25*/ CD4'°¥ CD25"e" 6.52 v
4.29, p =0.03).

Moreover, the effects of treatment conversion on the occurrence of a subsequent skin cancer
were assessed. The course of the disease was compared between the patient in the study
group and in the control group, comprising 18 post-transplant patients diagnosed with de novo
skin neoplasm whose treatment was not modified to include mTORi. The frequency of tumor
recurrence or occurrence of a new focus of skin neoplasm in both groups was compared using
chi square test, and progression free survival (PFS) was compared with the use of log-rank test.

The statistical significance level in both tests was established at p < 0.05.
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In the control group, 11 patients were diagnosed with a single BCC, 4 patients presented with
a single SCC, and three patients developed multifocal skin cancers. The patients received the
following treatments: twelve patients —CNI, GKS and MMF, three patients — CNI and MMF,
three patients — GKS, CNI and AZA. In clinical follow-up covering 2 to 6 years after the
treatment conversion, recurrence of skin cancer was found in one patient in the study group,
and in eight patients in the control group, which suggested a statistically lower rate of new
skin cancers in patients who received mTORi (p = 0.022). In addition, patients in the study
groups demonstrated a statistically significantly longer PFS (p = 0.016).

Allogeneic organ transplantation always requires subsequent immunosuppressive therapy.
This state of compromised immunity is achieved with medications that use various
mechanisms to inhibit the immune response to the transplanted organ. It has been established
that human immune system contains natural cells that generate immunosuppression and in
normal conditions prevent the development of autoimmune diseases or allergies. Discovering
their properties raised much interest, as it offered hope for creating a new therapeutic agent
for autoimmune diseases and after allogeneic organ transplantation. However, their use is
limited by the fact that excessive activation of these cells may lead to infections and neoplastic
diseases.

Natural immunosuppression is induced by regulatory T cells, a subpopulation of lymphocytes
that was initially defined as a population of cells with CD4 and CD25 expression. Presently, we
know that only some of the lymphocytes of this phenotype inhibit effector cells. They include
Treg cells expressing FOXP3 * transcription factor or, as demonstrated by Bryl et al., the
corresponding cells with the CD4 '°“CD25 hi&h phenotype [17]. Various IS medications modify
the immune function is different manners. Calcineurin inhibitors are non-selective, and
suppress both the cytotoxic and regulatory immune cells. Proliferation signal inhibitors (PSI)
demonstrate a more selective effect. Following their introduction to the IS treatment, an
increase of Treg cells in the peripheral blood of patients was observed [18-21]. It was also
confirmed in the above study, which reported an increase in CD4'°¥ CD25"e" rates after six
months of using PSI. Regardless of stimulating the activation of Treg cells, these medications

still demonstrated antineoplastic effect.
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This study supported the following conclusions:

2. Six months after the introduction of mTORi in patients after a renal transplant with de novo
recognized malignant skin neoplasms, a statistically significant change was observed in the
ratio between activated T cells and Treg cells in peripheral blood, in favor of the latter.

3. Following the introduction of immunosuppressive treatment with mTORi in the patients
with malignant skin neoplasms diagnosed de novo after the renal transplantation, a lower
incidence of secondary skin cancer was observed, as well as increased PSF, compared to the

patients whose therapy was not modified to include mTORi.

3. Review article: Rola czynnikéw genetycznych i immunologicznych w patogenezie rakéw
skory u pacjentdw po przeszczepieniu narzadéw unaczynionych [Role of genetic and
immunological factors in pathogenesis of skin cancers in patients following transplantation of
vascularised organs], published in Forum Nefrologiczne 2018;11 (4): 256 + -262

The aim of the study was to present risk factors for skin cancers in post-transplant patients,
focusing on the genetic and immunological factors. The article presented the available
literature data regarding the frequency of selected histocompatibility antigens in patients with
de novo diagnosed NMSC after the transplantation. The effects of individual
immunosuppressive medications on skin cancerogenesis was also discussed, with emphasis on

their effect on Treg cells.
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Conclusion

A constantly growing number of transplantations and extended life expectancy in patients
following organ transplantations result in a higher rate of long-term post-transplant
complications in clinical practice. Therefore, the pathomechanism of these disorders must be
well understood to enable effective prophylaxis. Confirmation of the relationship between the
presence of certain histocompatibility (HLA) antigens and increased incidence of skin cancers
would help to establish the “genetic markers” identifying patients at high risk of this
complication. However, the results of previous studies do not determine unequivocally
whether certain antigens predispose patients in this population to the development of NMSC.
Immunosuppression always follows allogeneic organ transplantation and is a risk factor of the
development of neoplasms that we will not be able to exclude soon. It appears, however, that
the better knowledge of immunological mechanisms in which we induce immunosuppression
might help in the future to create new, potentially more individualized IS therapies to

guarantee functional grafts with possibly few complications.
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