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Nel corso del I anno di Dottorato l’attività di ricerca è stata svolta nell’ambito del Progetto di Ricerca “EPATITE C NEL MODELLO DEL TRAPIANTO UMANO:  RUOLO DELL’INTERAZIONE VIRUS-OSPITE E DEI COFATTORI NELLA FIBROGENESI E  PROGRESSIONE DEL DANNO EPATICO”. 
È stata effettuata la raccolta dei campioni biologici dei pazienti arruolati nello studio,  ed avviata l’analisi preliminare dei campioni (isolamento dei linfociti da sangue periferico e da biopsia epatica). In aggiunta, è stato creato in itinere un database epatite C-trapianto e cofattori per l’analisi finale dei dati raccolti.
Inoltre, l’attività scientifica, è consistita nella partecipazione a corsi e aggiornamento bibliografico continuo in epatologia (Medline e Journal Club). 

In collaborazione con Prof. A. Burroughs (Liver Transplantation and Hepatobiliary Medicine – Royal Free Hospital, University College of London) e Prof. E. Albano (Dipartimento di Scienze Mediche, Università del Piemonte Orientale) è stata effettuata la stesura di lavori scientifici attinenti all’attività di ricerca svolta in precedenza.
PARTECIPAZIONE A SEMINARI DEL DOTTORATO
Proteomica dell’epitelio intestinale –11 marzo 2005.
Sclerosi multipla: ricerca di geni di suscettibilità nella  popolazione finlandese –21 marzo 2005.    
Le cellule dendritiche, un giocatore chiave nella risposta immunitaria: quali e quanti tipi? 23 marzo 2005.    
 Il dolore articolare: un problema clinico o biochimico? –30 maggio 2005.
 Geni e trapianti – 1 giugno 2005.
 La tossina della pertosse ed il suo B-oligomero: nuovi farmaci   immunostimolanti e anti-HIV? –17 giugno 2005.
Caratteristiche e potenzialità delle cellule isolate dalle membrane fetali umane: amnion e corion – 12 Settembre 2005.
Functions of Ribosomal Protein S19: Implications for Diamond Blackfan Anemia –13 Settembre 2005.
Regolazione dell'apoptosi da parte di glucocorticoidi ed annessina-1 – 20 Settembre 2005.

PARTECIPAZIONE A CORSI
1. AASLD Postgraduate course – Boston October 30-31 2004

2. Convegno Focus in Ematologia “LE GAMMOPATIE MONOCLINALI: DAL RISCONTRO OCCASIONALE ALLE NUOVE FRONTIERE TERAPEUTICHE” – Novara 13 Novembre 2004

3. Corso “AGGIORNAMENTO SULL’EPATITE CRONICA DA HBV” – Torino 19 Novembre 2004 

4. Corso “DISCUTENDO DI TERAPIA DEI LINFOMI” – Novara 20 Novembre 2004

5. Liver Club “Amiloidosi” – Milano, 21 Dicembre 2004

6. HEPATOLOGY 2005 COURSE  - London January 23-25 2005

7. Liver Club “Morbo di Wilson” – Milano, 12 Aprile 2005

8. II BAVENO POSTGRADUATE COURSE: METHODOLOGY OF DIAGNOSIS AND TREATMENT IN PORTAL HYPERTENSION – Baveno 27 Aprile 2005

9. Liver Club “Flares epatitici nel post-trapianto” – Milano, 3 Maggio 2005

10. Gastro-Day – Milano, 10 Maggio 2005

11. AISF Single Topic “FOCUS ON PROPHYLAXIS AND THERAPY ON HEPATITIS B IN IMMUNO-COMPROMISED PATIENTS –  Torino 13-14 Maggio 2005

12. Corso Interattivo “GESTIONE DELLA STENOSI BILIARE DOPO TRAPIANTO DI FEGATO” – Milano 9 Giugno 2005

13. AISF Consensus Conference “MANAGEMENT DELLE IPERTRANSAMINASEMIE CRONICHE ASINTOMATICHE NON-VIRUS,  NON-ALCOL CORRELATE” – Roma 30 Giugno 2005

14. Liver Club “HCV 3a: un tipo difficile” -  Milano  13 Settembre 2005
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1. AASLD ANNUAL MEETING 2004 – Boston October 31- November 3 2004
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Epatite C nel modello del trapianto umano:  ruolo dell’interazione virus-ospite e dei cofattori nella fibrogenesi e  progressione del danno epatico
Dimensione del problema
Il trapianto di fegato è il trattamento di scelta nei pazienti con cirrosi da virus dell’epatite C (HCV) in fase avanzata. Dopo il trapianto l’infezione recidiva nel 100% dei pazienti con HCV-RNA positività pre-trapianto e determina una nuova epatite nella maggior parte dei casi (1;2).

Nei pazienti trapiantati la malattia é più rapida ed aggressiva rispetto a quella osservabile nei pazienti immunocompetenti (3). Infatti, in questi ultimi la cirrosi si sviluppa nel 20-25% dei casi, dopo 20-30 anni dal contagio con il virus dell’epatite C. Al contrario, nel post-trapianto, fino al 30% dei pazienti evolve a cirrosi in 5 anni (3), pur considerando che la reale incidenza di cirrosi C post-trapianto è sottostimata laddove non si eseguono biopsie protocollari. Altrettanto rapido nel setting del trapianto appare il decorso della cirrosi verso l’insufficienza epatica e la perdita del graft (3-5). Sebbene sembri evidente che lo stato di immunodepressione indotto dalla terapia immunosoppressiva modifichi di per sé la storia naturale dell’epatite C post-trapianto, l’effetto di numerosi altri fattori responsabili del pattern e della severità della ricorrenza HCV post-trapianto rimane tuttora un campo di intensa ricerca. L’identificazione dei fattori, sia presenti pre-trapianto che sviluppatesi nel post-trapianto, capaci di influenzare la storia naturale della recidiva epatitica C è di notevole importanza per l’individuazione dei pazienti ad alto rischio di ricorrenza severa, per il management post-trapianto e anche per una migliore allocazione degli organi.   

Esistono una serie di fattori potenzialmente in grado di contribuire alla progressione dell’epatite C (6). In aggiunta a quelle note nel paziente immunocompetente, ci sono variabili uniche nel setting del trapianto che complicano ulteriormente le difficili interazioni tra virus ed ospite. Tra queste sono inclusi i fattori legati alla chirurgia, particolarmente il tempo di ischemia e il danno da riperfusione, quelli correlati al donatore come l’età, l’istocompatibilità tra il donatore e il ricevente, il chimerismo immunologico ed infine quelli secondari alla terapia immunosoppressiva (6). 

Tra i fattori virologici una elevata viremia HCV pre-trapianto (7-9), precoce aumento della viremia post-trapianto (10), una elevata espressione di forme replicative del virus nel fegato (8), l’infezione con i genotipi virali 1 e 4 (11-13), la coinfezione con CMV (14) sono i più accreditati. Alcune caratteristiche del ricevente tra cui l’età avanzata, la razza non-bianca (1;11), il sesso femminile (15) ed una ridotta risposta immune HCV-specifica sono fattori prognostici negativi. Infine, tra i fattori legati al donatore l’età avanzata (superiore a 50 anni) (16-18) e la steatosi del graft (15) si associano a ricorrenza epatitica C più severa. I cambiamenti nella modalità di immunosoppressione post-trapianto possono anch’essi influenzare l’evoluzione della recidiva di epatite C, in particolare modificazioni sostanziali e repentine dello stato di immunodepressione, con rapida parziale ricostituzione del sistema immune in grado di influenzare negativamente l’equilibrio tra HCV circolante ed ospite (6;19-23). 
Dati recenti indicano inequivocabilmente che la sopravvivenza dei pazienti trapiantati  per epatite C è ridotta (24) ed è significativamente inferiore a quella dei trapiantati per epatopatia non HCV-correlata (25). Vi é inoltre evidenza che la recidiva di epatite C é ancora più severa negli ultimi anni, forse in relazione all’utilizzo di “donatori anziani” e di farmaci immunosoppressori più potenti (11;15;16).

Il meccanismo patogenetico che sta alla base della rapida evoluzione del danno epatico in un consistente sottogruppo di pazienti trapiantati con recidiva di epatite C non è ancora del tutto chiarito ed è verosimilmente multifattoriale. Certamente, le alterazioni immunologiche derivanti dalla manipolazione del sistema immune per scongiurare il rigetto d’organo, hanno un ruolo preminente nell’evoluzione dell’infezione verso la cirrosi, come avviene in altri modelli di immunodeficienza (coinfezione con virus HIV). È noto infatti che l’immunosoppressione facilita la replicazione virale e modula la risposta immune linfocitaria T CD4+ e CD8+ HCV-specifica, che è fondamentale per l’eliminazione di HCV in fase acuta. 
In aggiunta alle suddette alterazioni immunologiche, la presenza di fattori potenzialmente fibrogenetici come complicanze ischemiche/biliari e sindrome da insulinoresistenza/steatosi può favorire la progressione della recidiva epatitica C. Infine il danno ossidativo, che è dimostrato  aumentare nel corso dell’epatite cronica C (26-29) e nel post-trapianto (30), può agire da cofattore di progressione di per sé mediante l’attivazione della fibrogenesi e mediante l’induzione di meccanismi immunitari di danno. È verosimile che l’evoluzione dell’epatite C post-trapianto sia la risultante della sinergica interazione di numerosi fattori, la cui analisi sistematica è di fondamentale importanza nello studio della patogenesi della recidiva C post-trapianto.

COMPLESSE INTERAZIONI NELLA PATOGENESI DEL DANNO HCV-MEDIATO POST-TRAPIANTO
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Il trapianto di fegato umano rappresenta un modello unico di ricerca per studiare l’immunopatogenesi del danno da HCV nelle fasi precoci di cronicizzazione dell’infezione. Infatti, l’infezione acuta che occorre inevitabilmente post-trapianto permette di studiare la risposta immune innata e adattativa scatenata nello stadio precoce dell’infezione seguendo i pazienti nel tempo ad intervalli regolari con raccolta di campioni biologici come sangue e tessuto epatico. Inoltre, a differenza del setting del paziente immunocompetente, che é generalmente associato ad una stabile replicazione virale che non varia per mesi o anni, il trapianto epatico porta ad un incremento fino a venti volte dei titoli virali circolanti. Dal momento che la replicazione virale si associa ad accumulo di mutazioni, le quasispecie possono essere caratterizzate longitudinalmente dopo trapianto (31). Infine, l’impatto della comparsa di fattori clinici di progressione può essere seguito strettamente nel tempo unitamente al monitoraggio della risposta immune.

Scopi dello studio
Lo scopo dello studio prospettico è l’analisi sistematica dei fattori favorenti la progressione della epatite C post-trapianto e l’interazione tra essi nell’evoluzione del danno epatico.

Lo studio si articola in quattro sotto-progetti con i seguenti obiettivi: 

1) Studio delle alterazioni immunologiche

2) Studio dei fattori clinici di progressione del danno (complicanze ischemiche/biliari, sindrome da insulino-resistenza/steatosi)

3) Studio del danno ossidativo

4) Ottimizzazione del monitoraggio post-trapianto della progressione di fibrosi

1) Studio delle alterazioni immunologiche

La risposta immune linfocitaria T, modulata nel post-trapianto con i farmaci immunosoppressori, è fondamentale per il controllo dell’infezione da HCV. Durante la guarigione da epatite acuta vi è una vigorosa risposta HCV-specifica mediata dai linfociti T CD4+ e CD8+, più intensa nel fegato rispetto al sangue periferico, e con predominante profilo citochinico T-helper di tipo 1 (Th1) (32), mentre il contrario avviene in coloro che cronicizzano. È stato infatti dimostrato che la clearance virale si verifica più facilmente quando i linfociti T CD4+ stimolati con antigeni virali assumono un profilo Th1 (con produzione di IFN-), che supporta l’immunità cellulo-mediata, piuttosto che un fenotipo T-helper di tipo 2 (Th2, con produzione di IL-4 e IL-10) (33-35). 
Una efficace risposta proliferativa HCV-specifica da parte dei linfociti T CD4+ è stata osservata in un sottogruppo di pazienti con recidiva di epatite C in forma lieve ad un anno dal trapianto, al contrario nei pazienti con recidiva di epatite C evoluta in cirrosi é stata dimostrata l’assenza di reattività virus specifica mediata dai linfociti T CD4+ (36).  Più recentemente una risposta T CD4+ cellulare forte, multispecifica e duratura nel tempo é stata osservata in pazienti con recidiva di epatite C responsivi all’interferone (37).

Il setting del trapianto è particolare in quanto il donatore e il ricevente possiedono alleli HLA (Human Leukocyte Antigen) differenti, per cui la risposta immunologica non può essere considerata come l’azione di un unico sistema immunitario. Le cellule infettate da HCV (che si trovano nella quasi totalità nel fegato), presentano l’antigene attraverso un sistema HLA non normalmente espresso dal ricevente. In uno studio è stato dimostrato  che dopo il trapianto di fegato si ha una forte espansione di linfociti T CD8+ virus-specifici, ma che queste cellule, sorprendentemente, anche se sono espresse dal sistema immunitario del ricevente, sono ristrette per il complesso HLA del donatore (38). 

Inoltre, nei pazienti trapiantati il regime farmacologico immunosoppressivo può causare uno sbilancio verso un profilo di linfociti Th2, che influenzando la risposta immune umorale favoriscono l’aumento della carica virale e la persistenza dell’infezione, ma anche la tolleranza nei confronti del fegato trapiantato (39). 
Ugualmente a quanto accade nel pre-trapianto, i linfociti intraepatici Th-1, che producono IFN-, potrebbero esercitare un maggiore controllo dell’epatite C post-trapianto mentre una preponderanza di linfociti Th-2 con prevalente produzione di IL-10 (che favorisce la sopravvivenza intracellulare dei patogeni) potrebbe essere responsabile di scarso controllo dell’infezione e progressione della malattia (40;41). Uno studio recente, che ha valutato la produzione di IFN- mediante tecnica ELISPOT, ha documentato nei pazienti con precoce recidiva di epatite C una ridotta risposta linfocitaria IFN- positiva, rispetto ai pazienti senza recidiva (42).

Obiettivo del sotto-progetto 1 è:

· Valutazione della  risposta linfocitotossica periferica/intraepatica T CD4+ e CD8+ specifica verso peptidi di HCV core/NS3/NS4: mediante determinazione della produzione di citochine (IFN-, IL-4).

· Correlazione della risposta linfocitaria con danno istologico, tipo di immunosoppressione, immunotipo del  donatore.
2) Studio dei fattori clinici di progressione del danno 

La presenza di comorbidità (infezione da CMV, rigetto, complicanza ischemico/biliare) a partire dalle prime settimane  post-trapianto, nello stesso periodo in cui il graft si infetta con HCV,  rende difficile  la diagnosi eziologica,  l’inquadramento patogenetico e l’approccio terapeutico, oltre ad accelerare verosimilmente la progressione della malattia virale C. Spesso la biopsia epatica, considerata il gold standard per la diagnosi di recidiva C, mostra  lesioni istologiche overlap con le altre patologie. Le complicanze biliari,  tra cui la stenosi anastomotica responsabile di sviluppo di colangiti ricorrenti stasi biliare, si verificano nel 6-34% dei pazienti trapiantati (43). Numerosi modelli sperimentali e clinici hanno documentato lo sviluppo di fibrosi epatica conseguente alla stasi biliare cronica (44-46). Una vasta gamma di alterazioni metaboliche può insorgere post-trapianto come diabete mellito, dislipidemia, obesità  ed influenzare il decorso dell’epatite C (47). Questi quadri morbosi, favoriti dall’uso dei farmaci immunosoppressori come gli inibitori della calcineurina (tacrolimus, ciclosporina A), hanno in comune come substrato patogenetico il fenomeno dell’insulino-resistenza e la conseguente iperinsulinemia che rappresenta il fondamento della sindrome metabolica e si associa a comparsa di steatosi epatica.  L’insulino-resistenza è stata dimostrata essere inoltre un fattore indipendente associato ad HCV nel post-trapianto (48). L’iperinsulinemia e la steatosi sono entrambe profibrogeniche sia per attivazione diretta delle cellule stellate che per aumentata produzione di radicali liberi dell’ossigeno e conseguente attivazione del processo di perossidazione lipidica (49-54). È altresì noto come anche il virus C ed in particolare il genotipo 3 induca steatosi per effetto citopatico diretto (55-57), indipendentemente dal fenomeno di insulino-resistenza, costituendo un meccanismo aggiuntivo o sinergico di genesi della steatosi. L’impatto relativo dei suddetti fattori nell’evoluzione della recidiva epatitica C non è tuttora noto. 
Obiettivo del sotto-progetto 2 è:

Studio del ruolo dei cofattori (complicanze ischemiche/biliari, alterazioni metaboliche, e caratteristiche clinico-epidemiologiche del donatore-ricevente) nella evoluzione del danno epatico in pazienti con recidiva  virale C.
3) Studio del danno ossidativo
È stato dimostrato che il processo di perossidazione lipidica è aumentato nel trapianto nella fase intraoperatoria durante la riperfusione epatica, consistente con il danno da ischemia/riperfusione (30). Sebbene nell’immediato post-trapianto lo stress ossidativo si riduca, esso aumenta nuovamente gradualmente nel primo anno post-trapianto in modo tempo-dipendente, ma indipendentemente da eventi quali rigetto, ricorrenza dell’epatopatia o graft failure (30). Tali dati suggeriscono come nel post-trapianto lo stress ossidativo possa essere considerato un cofattore di danno di per sé, indipendente dallo sviluppo di altri eventi patogenetici, e presumibilmente legato al setting del trapianto, non ultima l’immunosuppressione stessa. Infatti, sebbene al tacrolimus siano state attribuite proprietà antiossidanti (58), la ciclosporina A sembrerebbe avere un potenziale pro-ossidante (59).

Il coinvolgimento dello stress ossidativo nella patogenesi dell’epatite C pre-trapianto è supportato da evidenze cliniche, in particolare dalla dimostrazione nel siero e nel fegato di pazienti affetti di marcatori di danno ossidativo (26-29). Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) prodotte in eccesso in corso di danno cellulare, interagendo con gli acidi grassi polinsaturi contenuti nei fosfolipidi, danno al luogo al processo di perossidazione lipidica, i cui prodotti terminali consistono in residui aldeidici (4-idrossinonenale, HNE e malonildialdeide, MDA). Nei modelli di fibrosi, i prodotti di perossidazione lipidica sono risultati necessari e sufficienti per indurre l’attivazione delle cellule stellate epatiche e, tramite la stimolazione delle vie di signaling intracellulare, la produzione di TGF-1 (il più potente stimolo fibrogenico) e di collagene I (60-63) da parte delle cellule stellate. I prodotti terminali del processo di perossidazione lipidica, in particolare la MDA, sono in grado di legarsi alle proteine endogene e formare addotti stabili, utili markers di avvenuta perossidazione lipidica. Alcuni studi hanno dimostrato che il danno ossidativo nei pazienti con epatite cronica C e/o malattia alcolica è associato allo sviluppo di anticorpi IgG circolanti diretti contro epitopi derivati dalle proteine modificate dai prodotti di perossidazione lipidica (addotti proteine-MDA) (64). Tali autoanticorpi correlano con la severità di malattia nell’epatite cronica C (64) e sono stati recentemente identificati come fattori predittivi indipendenti di sviluppo di fibrosi avanzata nella NAFLD (65).  È stato dimostrato, inoltre, che lo stress ossidativo è in grado di generare, oltre che una risposta immune di tipo umorale, anche una risposta cellulare T CD4+ diretta contro gli addotti proteine-MDA, strettamente correlata alla produzione dei sopraccitati anticorpi IgG, e verosilmente espressione di meccanismo immuno-mediato di danno epatico evocato dalla presenza di stress ossidativo (66). 
La risposta immune umorale e cellulare generata dallo stress ossidativo ed il suo eventuale impatto nel setting del trapianto non sono ancora stati indagati. 
Obiettivi del sotto-progetto 3 sono i seguenti

· Identificazione dei marcatori serici di danno ossidativo nel post-trapianto.

· Valutazione dell’eventuale risposta immune umorale (anticorpi IgG) diretta contro proteine modificate dai marcatori di perossidazione lipidica.

· Studio della risposta cellulare linfocitaria periferica/intraepatica CD4+ specifica verso proteine modificate dai prodotti di perossidazione lipidica.

· Valutazione dell’impatto del danno ossidativo sulla progressione dell’epatopatia C post-trapianto mediante correlazione con danno istologico, eventuale presenza di cofattoei clinici, caratteristiche del ricevente e terapia immunosoppressiva.
4) Ottimizzazione del monitoraggio post-trapianto della progressione di fiibrosi
La diagnosi di recidiva di epatite C si basa principalmente sulla biopsia epatica, utile sia quando vi sia un sospetto clinico che quando il paziente presenti le transaminasi normali (67). Esiste infatti, una quota di pazienti che va dal 30 al 50% viremici senza malattia epatica e pazienti con epatite cronica ed indici epatici nella norma. Le transaminasi sono indici aspecifici, potendo essere alterate per cause non legate alla recidiva di epatite C. La biopsia epatica a cadenza ravvicinata (semestrale/annuale) è inoltre necessaria per valutare la progressione del danno epatico verso la fibrosi. Il livello di viremia è solitamente superiore rispetto al pre-trapianto e può essere utilizzato per predire l’evoluzione e monitorare la terapia (68). 
Recentemente, sono stati sviluppati tests sierologici per la misurazione della fibrosi epatica costituiti da una combinazione di parametri ematochimici routinari e relativi alla sintesi o alla degradazione del tessuto collagene. Uno di essi è il Fibrotest (69), brevettato in  Francia, validato su ampie casistiche di pazienti con epatite C e disponibile in commercio per studi clinici.

Una ulteriore modalità per misurare la comparsa di fibrosi epatica é una tecnica d’immagine, l’elastografia pulsionale (Fibroscan®),  basata sulla valutazione indiretta della elasticità del tessuto epatico mediante misurazione della velocità di propagazione di onde trasversali a bassa frequenza (70), che appare in studi preliminari correlata al grado di fibrosi (71-74).

Obiettivo del sotto-progetto 4 è:
Ottimizzazione del monitoraggio post-trapianto nella valutazione della progressione di fibrosi: confronto di biopsia epatica vs Fibroscan® vs Fibrotest effettuati a tempi prestabiliti.
Fasi principali,  protocolli e metodologie

Le fasi principali dello studio prospettico prevedono: 

1) Raccolta caratteristiche clinico-epidemiologiche del donatore e del ricevente
2) Raccolta di campioni biologici di siero, plasma e tessuto epatico nei riceventi HCV positivi e in un gruppo di controllo non-HCV 
3) Follow-up clinico-strumentale protocollare dei pazienti in studio
4) Studio biologico dei campioni raccolti

5) Creazione di un database epatite C-trapianto e cofattori e analisi dei dati raccolti.
PAZIENTI

Pazienti consecutivi sottoposti a trapianto di fegato per cirrosi/epatocarcinoma da HCV a partire dal Gennaio 2005 presso il Centro Trapianti di Fegato del Policlinico Maggiore di Milano e pazienti controllo sottoposti a trapianto di fegato per cirrosi/epatocarcinoma non da HCV dal Gennaio 2005 per 24 mesi. 
Arruolamento  in corso, previsto 50 pazienti.
Studio dei riceventi:  

· Raccolta delle caratteristiche clinico-epidemiologiche e stato virologico pre-trapianto

· Stoccaggio del materiale biologico a -80 C° al momento del trapianto (siero e fegato nativo) per indagini virologiche ed immunopatologiche

· Stoccaggio dei campioni di sangue post-trapianto al giorno 1°,7°,15°,30°, mese 3°,6°,12° ed annualmente per la valutazione della cinetica virale ed immunologica.

· Immunotipizzazione HLA

· Monitoraggio post-trapianto clinico e laboratoristico (esami ematochimici, inclusi indici di funzione epatica, renale, esame emocromocitometrico, parametri di coagulazione, profilo marziale) 
· Determinazione dei parametri metabolici secondo i criteri diagnostici della Sindrome Metabolica (ATPIII-NCEP) e determinazione insulinoresistenza (HOMA) pre e post-trapianto

· Determinazione del Fibrotest  al 3°-6°, 12° mese ed ogni anno (Kit brevettato disponibile in commercio per dosaggio di: alfa2-macroglobulina, apolipoproteina A1, aptoglobina, Gamma-GT, e bilirubina totale)
· Biopsia epatica di protocollo a mese 3°-6°, 12°, annuale e su richiesta clinica
· Ecotomografia di protocollo a mese 3°-6°, 12°, annuale e su richiesta clinica

· Elastografia/Fibroscan® di protocollo al 1°-3°-6° mese, 12° ed ogni anno


· Colangio-RM di protocollo al 3°-6°-12° mese post-trapianto.

Studio dei donatori:

· Raccolta delle caratteristiche clinico-epidemiologiche (sesso, età, causa di morte,).

· Immunotipizzazione HLA 

· Esame istologico del graft per la valutazione del grado di steatosi 

· Ricerca marcatori sierologici di infezione virale.

· Il materiale biologico (siero e fegato nativo) viene stoccato a –80C°  al momento del trapianto. 

STUDIO BIOLOGICO 

Laboratorio di immunopatologia, istologia epatica e biologia molecolare (Unità di Gastroenterologia, IRCCS Ospedale Maggiore di Milano)
· Routine istologica con sistema di analisi di immagine computerizzato per determinazione e quantificazione delle reazioni immunoistochimiche (caratterizzazione dell’infiltrato CD4/CD8; proliferazione cellulare con PCNA-LI, apoptosi  con Tunel). 

· Diagnosi di epatite C viene effettuata secondo criteri internazionalmente accettati (75); il grado di steatosi  quantificato sulla base della percentuale di epatociti steatosici.

· Determinazione degli autoanticorpi (ANA, SMA, LKM) mediante tecnica di immunofluorescenza indiretta sia su substrato di ratto che su cellule Hep-2 e tecnica Western blot per lo studio delle specificità antigeniche.

· Separazione delle cellule linfomononucleate circolanti (PBMCs) da sangue fresco eparinato mediante  tecnica di centrifugazione su gradiente di densità Ficoll-Hypaque.
· Isolamento linfociti intraepatici da campioni di tessuto epatico mediante medium di separazione Limpho-Prep.
· Estrazione dell’RNA totale da campioni di siero e tessuto congelati a -80° (Mini kit commerciali).
· RT-PCR con primer commerciali per la determinazione qualitativa dell’HCV-RNA; quantificazione della viremia C mediante tecnica del branched-DNA (2.0, Quantiplex, Emeryville,CA).
· Espressione intraepatica di m-RNA di proteine utilizzando primers specifici; misurazione della replicazione virale C intraepatica mediante RT–PCR semiquantitativa strand specifica.
In collaborazione con Laboratorio di Immunologia, Dipartimento di Malattie Infettive (Prof. Mario Mondelli – Policlinico S.Matteo Pavia) 
· Determinazione della produzione dei linfociti intraepatici e del sangue periferico di citochine (IFN-, IL-4) in vitro mediante tecnica ELISPOT in risposta a stimolo con proteine di HCV (linfociti T CD4 e CD8 da sangue periferico), addotti proteine-MDA e peptidi già noti per la loro restrizione 

[Si utilizzano piastre ELISPOT ibridate con anticorpi monoclinali biotinilati anti-IFN- e anti-IL-4. In presenza di IFN- e IL-4 si ha la formazione di un legame antigene-anticorpo tra le citochine di interesse e gli anticorpi monoclonali primari utilizzati. A questo complesso si aggiunge l’anticorpo secondario marcato con streptadivina, che tramite la reazione della perossidasi  rende visibile la formazione dei complessi antigene-anticorpo. Un apposito scanner  collegato ad un software è in grado di effettuare la conta dei complessi che si sono formati].
Laboratorio di Patologia, Dipartimento di Scienze Mediche  (Prof. Emanuele Albano, Università del Piemonte Orientale)

· Tests ELISA su sieri per la quantificazione di marcatori di perossidazione lipidica 

· Tests ELISA su sieri per la quantificazione della produzione di IgG dirette contro epitopi derivati da proteine modificate dai prodotti di perossidazione lipidica 

[Si utilizzano piastre ELISA ibridate con albumina umana nativa e addotti albumina umana-prodotti di perossidazione lipidica. In presenza di anticorpi anti-addotti nel siero dei pazienti si ha la formazione di un legame antigene-anticorpo, rivelato con l’utilizzo di un anticorpo secondario marcato].
ANALISI STATISTICA
L’analisi statistica verrà effettuata mediante software SPSS. Verranno effettuate analisi univariata e multivariata. 
Risultati attesi

Identificazione di pazienti con recidiva di infezione C a maggior rischio di sviluppare malattia progressiva sulla base di uno o più dei seguenti fattori :  

· sfavorevole matching donatore-ricevente

· profilo di risposta cellulo-mediata intraepatica di tipo Th2 responsabile di scarso controllo dell’infezione HCV rispetto al profilo Th1

· risposta immune umorale e cellulare collegata al danno ossidativo

· evidenza di comorbidità a potenziale profibrogenico.

Per quanto riguarda lo studio specifico del danno ossidativo, ci si attende la caratterizzazione dello stress ossidativo e dell’entità di risposta immune da esso evocata post-trapianto quali fattori predittivi di progressione della recidiva C.

Risultati preliminari

Sono stati a tuttora arruolati 19 pazienti (17 maschi, 2 femmine) sottoposti a trapianto per cirrosi HCV-correlata (di cui 8 con epatocarcinoma), con età mediana al trapianto pari a 52 anni. In 12 dei 19 pazienti il genotipo HCV é 1b.  

Dei pazienti arruolati sono stati raccolti i campioni biologici come indicato nei metodi ed effettuato il follow-up clinico-strumentale. 

Lo studio preliminare in un limitato numero di biopsie dei pazienti arruolati sembrerebbe confermare l’ipotesi di lavoro per cui una predominante risposta linfocitaria intraepatica Th1 si associa a più favorevole decorso della recidiva epatitica C.
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