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INTRODUZIONE

Il precondizionamento ischemico e stato descritto per la prima volta nel 1986 da Murry e coll. nel
miocardio canino e consiste nel fatto che I'esposizione di tale tessuto ad un ciclo di ischemia-
riperfusione di breve durata protegge dal danno prodotto da una successiva ischemia o ischemia-
riperfusione prolungata (Murry, 1986; Yellon, 2000). | fenomeni di precondizionamento ischemico
non sono limitati al solo miocardio ma una risposta dello stesso tipo puo essere evocata in altri
organi come cervello, intestino e fegato.

Il precondizionamento epatico ¢ stato sperimentato inizialmente su modelli animali sia “in vivo”
che “in vitro”. Il metodo piu utilizzato per indurre il precondizionamento “in vivo” consiste
nell'interruzione del flusso ematico a livello dell'arteria epatica per 5-10 minuti seguita da una
riperfusione di 10-15 minuti (Peralta 1997, 1999; Yoshizumi 1998; Teoh 2002), mentre “in vitro”
una risposta simile si ottiene per incubazione delle cellule in ipossia per 10 minuti seguiti da 10
minuti di riossigenazione (Carini, 2001).

L’osservazione del precondizionamento ischemico ha aperto la stimolante possibilita di poter
impiegare i sistemi naturali di protezione tessutale a fini terapeutici (Selzner, 2003). Le
sperimentazioni cliniche sono iniziate applicando il precondizionamento agli interventi di resezione
epatica, per poi proseguire di recente ai trapianti (Banga, 2005). Il danno da ischemia-riperfusione &
infatti la causa principale di insufficienza epatica primaria o disfunzione epatica iniziale in pazienti
che hanno ricevuto il trapianto di fegato (Serracino-Inglott, 2001; Varotti, 2005). Il
precondizionamento ischemico ha mostrato di ridurre in maniera efficace il danno da riperfusione
durante gli interventi di resezione epatica nell’'uvomo (Clavien, 2003; Petrowsky, 2006), e di
migliorare 1’esito del trapianto di fegato su modelli sperimentali animali (Carrasco-Chaumel, 2005;
Franco-Gou, 2006).

L’applicazione del precondizionamento ischemico ai trapianti di fegato umani da donatore cadavere
ha perd dato risultati controversi: alcuni studi hanno riportato miglioramenti del rilascio post-
operatorio di transaminasi, dei markers infiammatori e della sopravvivenza del trapianto, altre
ricerche al contrario non sono state in grado di rilevare differenze apprezzabili tra il gruppo
precondizionato e quello di controllo o addirittura hanno evidenziato un peggioramento del danno
da riperfusione (Koneru, 2005, 2007; Azoulay, 2005; Cescon, 2006; Jassem, 2006; Amadour,
2007). Studi sperimentali hanno dimostrato che 1’azione protettiva del precondizionamento

ischemico del fegato ¢ il risultato dell’attivazione di una complessa rete di segnali intracellulari che
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modulano la reazione inflammatoria, la capacita degli epatociti di preservare le funzioni cellulari
che richiedono il mantenimento dello stato energetico, 1’omeostasi ionica, la risposta anti-necrotica
e anti-apoptotica (Carini, 2003). Tra i segnali attivati dal precondizionamento ischemico sono di
particolare interesse quelli che coinvolgono la fosfatidil- inositolo-3 chinasi (PI3K) e PKB-Akt, una
serina-treonina proteina chinasi a valle di PI3K (Carini, 2004; lzuishi, 2006). Le PI3K sono una
famiglia di proteine con la funzione di trasduttori dei segnali intracellulari e sono caratterizzate
dalla capacita di generare fosfatidil- inositolo (3,4,5)-trifosfato (PIP3) che a sua volta funge da
secondo messaggero attivando numerose chinasi implicate nella regolazione della proliferazione,
nella sopravvivenza e nel metabolismo cellulare (Cantley, 2002). La rilevanza di PI3K nel prevenire
il danno epatico ¢ emersa in seguito all’osservazione dell’importanza dei segnali da essa mediati nel
prevenire I’apoptosi degli epatociti e nel migliorare il danno epatico da riperfusione (Webster, 2001;
Hatano, 2002; Muller, 2003). A conferma di cio studi recenti hanno mostrato che il
precondizionamento ischemico attiva i segnali mediati da PI3K nel fegato di roditori e che il blocco
di queste chinasi abolisce ’azione protettiva del precondizionamento sia su epatociti isolati sia

sull’intero fegato (Carini, 2004; lzuishi, 2006).

SCOPO DEL LAVORO

In questo secondo anno di Dottorato di Ricerca I’approfondimento delle conoscenze sul
precondizionamento epatico si € in particolare focalizzato sull’analisi dell’attivazione/aumentata
espressione nel fegato precondizionato umano dei mediatori del precondizionamento gia identificati
nei modelli sperimentali e della loro correlazione con dati clinici e sierologici. A questo scopo la
presenza di alcuni dei segnali intracellulari che sono criticamente associati con lo sviluppo del
precondizionamento ischemico nei modelli animali é stata valutata su biopsie epatiche ottenute da
soggetti sottoposti a trapianto di fegato in presenza o assenza di un precedente trattamento di
precondizionamento ischemico. In particolare si & voluto investigare se i segnali dipendenti dal
mediatore essenziale del precondizionamento nei modelli animali PI3K possano essere responsabili

delle risposte incoerenti al precondizionamento ischemico dei fegati umani trapiantati.



MATERIALI, METODI E PROCEDURE SPERIMENTALI

L’applicazione del precondizionamento ischemico é stata effettuata su fegati di donatori deceduti e
quindi investigata nei riceventi del trapianto di fegato. Le procedure chirurgiche sono state
effettuate presso il Centro Trapianti di Fegato e Multiorgano dell’Universita di Bologna, i test
clinici di funzionalita epatica presso il Reparto di Analisi Cliniche dell’Ospedale S.Orsola di
Bologna, le analisi biochimiche presso il Laboratorio di Patologia Generale del Dipartimento di

Scienze Mediche dell’Universita del Piemonte Orientale.

Selezione dei pazienti e pianificazione dello studio

L’effetto del precondizionamento ischemico sui trapianti di fegato da donatore cadavere a cuore
battente é stato analizzato su 40 pazienti che hanno ricevuto un trapianto di fegato da gennaio 2006
a novembre 2007 presso il Centro Trapianti di Fegato e Multiorgano dell’Universita di Bologna.

Per lo studio sono stati selezionati soggetti di entrambi i sessi, di eta maggiore di 18 anni, con
indicazione al trapianto di fegato totale, e sono stati suddivisi con procedura randomizzata in due
gruppi per ricevere un fegato sottoposto (gruppo IPC) o meno (controlli) a precondizionamento
ischemico prima dell’espianto. Sono stati esclusi da questo studio pazienti gia sottoposti a
precedente trapianto con indicazione al ritrapianto e pazienti riceventi trapianto parziale di fegato. |
chirurghi incaricati del prelievo del fegato hanno proceduto ad una randomizzazione 1:1 dei fegati
da sottoporre (gruppo IPC+) o meno (gruppo IPC-) al precondizionamento ischemico tramite

estrazione in cieco di buste chiuse generate da computer.

Esecuzione delle manovre chirurgiche e applicazione della procedura di
precondizionamento

Tutti i1 fegati trapiantati sono stati ottenuti da donatori in condizioni di stabilita emodinamica
durante la permanenza nel reparto di terapia intensiva (assenza di arresto cardiaco e/o episodi di
ipotensione con pressione arteriosa sistolica inferiore a 70 mm Hg per piu di 30 minuti). Sono stati
esclusi i casi di contemporanea donazione intestinale, di pancreas o multiviscerale.

Dopo aver effettuato 1’ispezione addominale per verificare la vitalita dell’organo da trapiantare sono

stati somministrati endovena al donatore 500 1U/Kg di eparina. 1l precondizionamento ischemico é



stato effettuato mediante il clampaggio del peduncolo epatico in toto (manovra di Pringle) per 10
minuti, seguito da 15 min di riperfusione calda, quindi 1’organo ¢ stato sottoposto al periodo di
ischemia fredda mediante infusione della soluzione di preservazione Celsior fredda (Sangstat
Europe, Lione, Francia) attraverso 1’aorta (5 litri) e attraverso la vena porta (1 litro). I fegati sono
stati espiantati mediante tecnica convenzionale (Starzl, 1984). Tutte le procedure effettuate durante
il trapianto sono state eseguite preservando la vena cava inferiore del ricevente e con riperfusione
sequenziale portale e arteriosa. Questo studio € stato effettuato in accordo con la Dichiarazione di

Helsinki del 1975 e previa approvazione del Comitato Etico locale.

Prelevamento e conservazione delle biopsie epatiche

In entrambi i gruppi sono state effettuate coppie di biopsie prelevate con ago sottile (cuneo
profondo maggiore o uguale a 10 mm) e/o in modo escissionale del lobo epatico sinistro
all’apertura della cavita peritoneale nel donatore ¢ due ore dopo la rivascolarizzazione portale nel
ricevente. | campioni di tessuto epatico sono stati divisi in due frammenti di cui uno é stato
immediatamente congelato in n-metil butano pre raffreddato in azoto liquido e conservato a —-80°C

mentre 1’altro ¢ stato fissato in formalina e trattato per la colorazione con ematossilina-eosina.

Preparazione dei campioni per I’analisi in western blotting

Frammenti di 0.4-0.5 mg delle biopsie epatiche congelate sono stati omogenizzati in 2 ml di buffer
di lisi in ghiaccio contenente: 2mmol/L di Hepes buffer a pH 7.4, 10% di glicerolo, 50 mmol/L di
NaCl, 5 mmol/L di EDTA, 2mmol/L di EGTA, 1 mmol/L di ZnCl, 50 mmol/L di ammonio
molibdato, 1% NP-40, Immol/L di Na3VO,, 0.2 mmol/L difenilmetilsulfonil fluoruro, 10 mmol/L
fluoruro di sodio, 0.5 mmol/L ditiotreitolo, 1 pg/ml di leupeptina, 1 pg/ml di pepstatina, 1 pg/ml di
inibitore della tripsina e 1 pg/ml aprotinina. Il surnatante ottenuto mediante una centrifugata a
14.000 RPM per 20 minuti é stato diluito con 0.5 ml di buffer di Laemmli e sono state prelevate
aliquote per la determinazione della concentrazione proteica.

Il contenuto proteico dei campioni € stato determinato secondo il metodo di Lowry modificato
secondo Peterson (Peterson, 1977).



Analisi dello stato di fosforilazione di PKB/Akt e del livello di
espressione di PTEN

L’analisi dello stato di fosforilazione di PKB/Akt ¢ stata effettuata sui lisati epatici diluiti nel buffer
di Laemmli. Aliquote contenenti 40 ug di proteine sono state sottoposte ad elettroforesi su gel di
SDS-poliacrilamide al 10% e quindi trasferite su membrane di nitrocellulosa. Per 1’analisi dello
stato di fosforilazione di PKB/Akt le membrane di nitrocellulosa sono state saturate con latte al 5%
ed incubate prima con anticorpi verso Ser*’® fosfo-Akt (1:500) e dopo lo stripping con anticorpi
anti-Akt (1:500) (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA); mentre per I’analisi del livello di
espressione di PTEN, dopo aver effettuato la saturazione con latte al 5%, le membrane sono state
incubate prima con anticorpi verso PTEN (1:1000) (Santa Cruz biotechnology, INC) e quindi con
B-actina (1:500) (Sigma, Saint Louis, MO, USA). Il legame di ciascun anticorpo primario & stato
poi rivelato, dopo incubazione con 1’anticorpo secondario coniugato con 1’enzima HRP, mediante
metodo Enhanced Chemi Luminescence (ECL) (Perkin Elmer, Boston, MA, USA) utilizzando il
rivelatore di immagini VersaDoc (Bio-Rad laboratories Inc, Hercules, CA). Le immagini
digitalizzate sono state analizzate con il software Quantity One 1-D ver. 4.5.0 (Bio-Rad laboratories
Inc, Hercules, CA). Il risultato e stato espresso come rapporto tra la forma fosforilata e non
fosforilata di PKB-Akt e come rapporto fra la quantita relativa di PTEN rispetto alla quantita

relativa di actina.

Valutazione delle biopsie epatiche

Sezioni epatiche dello spessore di 5 um colorate con ematossilina eosina sono state analizzate ai fini
di valutare la presenza ed entita di steatosi macrovescicolare, necrosi epatocitaria, inflammazione

portale e fibrosi (Zamboni, 2001).

Valutazione dei parametri clinici post operatori

Sono stati analizzati e comparati il profilo demografico e clinico ed i parametri post-operatori dei
riceventi e dei donatori. | livelli sierici di asparatato amino-transferasi (AST), alanina-amino-
transferasi (ALT), bilirubina totale e la attivita protrombinica sono stati analizzati fino a 21 giorni
dopo il trapianto. L’insufficienza primaria del fegato ¢ stata definita come insufficienza epatica in
assenza di problemi tecnici o immunologici, determinante morte del paziente o necessita di re-

trapianto entro una settimana dal trapianto. La disfunzione epatica iniziale e stata definita da un
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valore minimo di attivita protrombinica inferiore al 30% del normale e/o bilirubina totale superiore

a 15 mg/dl, in assenza di emolisi od ostruzione biliare.

Analisi statistica dei dati

L’analisi statistica ¢ stata effettuata mediante software SPSS (SPSS, Inc., Chicago, IL). Le
differenze tra variabili continue sono state valutate con il test di Mann-Whitney per confronti tra
gruppi e con il test di Wilcoxon per campioni appaiati.

Le differenze tra variabili categoriche sono state calcolate con il test ¥* o con il test esatto di

Fischer. Valori di p inferiori a 0.05 sono stati considerati statisticamente significativi.



RISULTATI

Procedure chirurgiche e tolleranza al precondizionamento ischemico

Venti donatori sono stati scelti con procedura randomizzata per ricevere il precondizionamento
ischemico (IPC) prima dell’espianto del fegato, mentre nei rimanenti venti donatori ¢ stato
effettuato un espianto d’organo convenzionale (controlli). Durante lo studio un paziente del gruppo
IPC é stato escluso perché gli estratti epatici hanno subito un processo di degradazione e non sono
risultati idonei per ulteriori analisi. Le caratteristiche dei donatori sono riportate in Tabellal. I due
gruppi sono risultati paragonabili per tutti i parametri considerati. Nessuno dei fegati trapiantati ha
presentato steatosi macrovescicolare maggiore del 30%. Il precondizionamento ischemico € stato
ben tollerato e non ha causato peggioramento significativo dei parametri emodinamici del donatore,
o alterazione della vitalita di altri organi addominali o toracici. In Tabella 2 sono riportati i profili
dei riceventi e i parametri operatori del gruppo IPC e del gruppo di controllo. Dopo il trapianto le
transaminasi (AST e ALT) e la bilirubina totale, pur risultando ridotte nei pazienti che hanno
ricevuto un fegato precondizionato, non hanno evidenziato differenze significative tra i due gruppi.
Nessuno dei pazienti del gruppo IPC e solo uno dei pazienti del gruppo di controllo (5%) é andato
incontro a insufficienza primaria del fegato trapiantato (p=1.0). Due pazienti nel gruppo IPC
(10.5%) e nessuno del gruppo di controllo ha avuto disfunzione epatica iniziale (p=0.2). Nel gruppo
IPC un paziente (5.3%) é stato ritrapiantato per disfunzione epatica iniziale, mentre nel gruppo di
controllo un paziente (5%) € stato ritrapiantato per insufficienza primaria del fegato. Il
precondizionamento ischemico non ha inoltre modificato significativamente la permanenza media
in terapia intensiva (Tabella 2). La durata media del follow-up effettuato sull’intera popolazione ¢
stata 23 mesi, con un range compreso tra 0,9 e 26 mesi. Durante il follow-up sono deceduti tre
pazienti (15.8%) che avevano ricevuto un fegato precondizionato e due pazienti (10%) di controllo
(p=0.6). Il tasso di sopravvivenza dei pazienti e del fegato trapiantato ad 1 anno sono stati
rispettivamente 95% e 89% nel gruppo IPC, e 90% e 90% nel gruppo di controllo (p=0.5 e p=0.3

rispettivamente).



Valutazione dell’attivazione della fosfatidil-inositolo-3 chinasi
conseguente al precondizionamento ischemico

L’attivazione della via di segnalamento dipendente dalla fosfatidil-inositolo-3 chinasi (PI3K)
indotta dal precondizionamento ischemico e stata valutata mediante western blotting di estratti
ottenuti da frammenti di tessuto epatico prelevati immediatamente prima del precondizionamento
(To) e due ore dopo la riperfusione (Ta). In particolare & stata valutata la fosforilazione in Ser*” di
PKB/AKkt, proteina chinasi a valle di PI3K e 1’espressione della fosfatidil-inositolo-trifosfato-
fosfatasi PTEN, regolatore negativo dell’attivita di PI3K (Tanguney, 2007).

La fosforilazione di PKB/Akt (Fig. 1 A/B) é risultata significativamente aumentata 2 ore dopo la
riperfusione sia nei fegati precondizionati (media £ DS 0.37£0.23 vs 0.57+£0.34; p=0.006) che in
quelli di controllo (media £ DS 0.32+0.25 vs 0.62+0.37; p=0.01). Il calcolo del rapporto tra il valore
individuale di fosforilazione a 2 ore e al tempo zero (Ta/To) di PKB/Akt (Fig. 1C) pero ha
evidenziato un aumento significativo della media di tale rapporto nel gruppo IPC rispetto ai
controlli (media = DS 1.75+0.92 vs 4.37+4.30; p=0.018).

Nei fegati trapiantati di controllo i livelli di PTEN (Fig 2A) non sono risultati significativamente
diversi prima e 2 ore dopo la riperfusione (media + DS 0.30£0.32 vs 0.26+0.36). Al contrario, una
diminuzione significativa di PTEN (Fig 2B) e risultata evidente due ore dopo la riperfusione nei
fegati precondizionati (media £ DS 0.26+0.27 vs 0.17+2.1; p=0.03). Inoltre, calcolando i rapporti
Ton/To dei valori individuali di espressione di PTEN (Fig. 2C), abbiamo osservato che il
precondizionamento ischemico riduce significativamente 1’espressione epatica di PTEN (media +
DS 0.94+0.36 vs 0.65+0.31; p=0.011). Questi dati hanno suggerito una relazione tra 1’abbassamento
di PTEN e I’attivazione dei segnali mediati da PI3K.

Nonostante il precondizionamento ischemico abbia aumentato significativamente la risposta di
PI3K, abbiamo osservato un’ampia variabilita interindividuale del rapporto Ton/To della
fosforilazione di PKB/AKkt nei fegati precondizionati trapiantati (Fig. 3 A). Prendendo come cut off
il 95° percentile del rapporto T,n/To di fosforilazione di PKB/Akt dei fegati di controllo (2.8)
abbiamo osservato che 10 fegati precondizionati su 19 (53%) aveva il rapporto T,/To di
fosforilazione di PKB/Akt superiore al valore soglia dei controlli (IPC “responsive ), mentre nei
restanti 9 i rapporti erano paragonabili a quelli dei fegati di controllo (IPC “non-responsive ”) (Fig.
3 A). Inoltre la media dei rapporti Ton/To di fosforilazione di PKB/AKkt nei fegati trapiantati IPC
“responsive” (7.4%£3.9) é risultata significativamente maggiore (p<0.001) sia dei fegati trapiantati

IPC “non-responsive” (0.97+0.41), sia dei fegati di controllo (1.75+£0.92), mentre non si ¢
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evidenziata alcuna differenza tra questi ultimi due gruppi (Fig. 3B). La media dei rapporti T,,/To di
espressione di PTEN & risultata simile tra i fegati precondizionati IPC “non-responsive” e i fegati di
controllo non precondizionati (0.83+0.26 vs 0.94+0.36; p=0.37). Al contrario, la media dei rapporti
Ton/To di espressione di PTEN nei fegati IPC “responsive” (0.43+0.28) & risultata
significativamente piu bassa sia dei fegati IPC “non-responsive” (p=0.027) sia dei fegati di
controllo (p=0.004) (Fig. 3C).

Nell’insieme questi risultati hanno indicato che il precondizionamento ha stimolato i segnali

intracellulari mediati da P13K solo in meta dei fegati trapiantati da donatore cadavere.

Conseguenze dell’attivazione di PI3K mediante precondizionamento
iIschemico sulla tolleranza del fegato trapiantato al danno da
ischemia/riperfusione

Il paragone delle caratteristiche del donatore, i profili del ricevente e le variabili operatorie tra i
gruppi IPC “responsive” e “non-responsive” non ha evidenziato differenze significative tra i due
gruppi, ad eccezione di un maggiore (p=0.04) uso di adrenalina per supportare i parametri
emodinamici durante i trapianto in pazienti riceventi fegati IPC “non-responsive”. (Tabella 3).

I valori delle transaminasi ALT e AST 24 h e 48 h dopo la riperfusione tuttavia sono risultati
significativamente piu bassi nei pazienti trapiantati con fegati IPC “responsive” (p<0.02) rispetto a
quelli IPC “non-responsive” (p<0.04) (Fig. 4). Durante il follow-up la clearance della bilirubina &
risultata migliore nei pazienti trapiantati con fegati IPC “responsive” € i valori hanno raggiunto la
significativita statistica a partire dal 4° fino al 7° giorno (Fig. 4). L attivita protrombinica non ha
mostrato differenze apprezzabili (Fig.4). La permanenza in terapia intensiva non ha mostrato
differenze (p=0.5) significative tra il gruppo IPC responsive (media £ DS 6.4+5.7; range 2-22) e il
gruppo non responsive (media £ DS 9.8+£12.2; range 1-41). | due pazienti che hanno ricevuto fegati
precondizionati e che hanno mostrato disfunzione epatica iniziale appartengono entrambi al gruppo

IPC “non-responsive”, tale dato pero non ha presentato significativita statistica (p=0.2).
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PROFILO DEL DONATORE IPC CONTROLLI p
SESSO (M/F) 7/12 12/8 0,1
ETA'(anni) 68 £ 10 (34-79) 66 + 15 (34-85) 0,8
BMI 26 +3(22-32) 25 +3(20-31) 0,1
DIABETE 0 (0%) 2 (10%) 0,4
CAUSE DI MORTE

> Emorragia cerebrale 16 (84%) 15 (75%) 0,5

> Trauma cranico 1(5%) 4 (20%)

> Altro 2 (11%) 1 (5%)
|USO DI NOREPINEFRINA 4 (21%) 6 (30%) 0,7
TERAPIA INTENSIVA (giorni) 32+22(1-9) 4,6 +3,6 (1-13) 0,3
AST (U/I) 32+12(9-55) 32+19(15-88) 0,4
ALT (U/1) 28 +19 (12-77) 37 +50(9-238) 0,9
BILIRUBINA TOTALE (mg/dL) 0,7+0,4(0,2-1,8) 0,7 £0,6 (0,2-2,9) 0,5
Na* (mEq/L) 152 + 9 (136-166) 146 +8(134-163) 0,1
MACROSTEATOSI 12 (63%) 8 (40%) 0,1
MACROSTEATOSI >10% 7 (37%) 5 (25%) 0,4
NECROSI 0 (0%) 0 (0%)
INFIAMMAZIONE PORTALE 10 (53%) 7 (35%) 0,2
FIBROSI PORTALE 11 (58%) 13 (65%) 0,6

TABELLA 1. Caratteristiche dei 39 donatori deceduti che hanno ricevuto o meno il
precondizionamento ischemico.

| dati sono la media dei valori £ DS. I limiti del range sono riportati tra parentesi. BMI= body mass
index. AST = aspartato transaminasi; ALT = alanina transaminasi. Na* = livello sierico di sodio.
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PROFILO DEL PAZIENTE IPC (n=19 CONTROLLI (n=20) P
SESSO (M/F) 15/4 14/6 0,7
ETA' (anni) 52410 (23-65) 53+9(27-67) 038
INDICAZIONE AL TRAPIANTO
> HCC su cirrosi 9 (47%) 6 (30%) 04
> Cirrosi virale postnecrotica 7(37%) 6 (30%)
> (irrosi colestatica 2 (11%) 1 (5%)
> Cirrosi alcolica 1 (5%) 3 (15%)
> Altro 0 (0%) 4 (20%)
MELD score 23+10(10-41) 23110 (8-46) 08
PARAMETRI OPERATORI
DURATA INTERVENTO (min) 400 + 82 (225-600) 406 + 161 (255-915) 04
DURATA TOTALE ISCHEMIA (min) 357 £+ 63 (259-485) 361 + 70 (285-569) 09
DURATA ISCHEMIA CALDA (min) 39+17(20-76) 42+14(21-76) 04
EPISODI DI IPOTENSIONE * 0 (0%) 0 (0%)
UTILIZZO DI ADRENALINA 6 (32%) 6 (30%) 09
TRASFUSIONI EMATICHE (L) 39+2,7(1,0-11,5) 3,4+3,6(0-1,4) 0,2
PARAMETRI DI FOLLOW UP
AST (U/L) Giorno 1 389 +220 (112-865) 885 + 905 (87-2930) 0,1
Giorno 3 406 +725 (59-3321) 405 +937 (41-3418) 06
Giorno 7 47 +19(24-89) 50 + 22 (20-101) 0,7
ALT (U/L) Giorno 1 412 + 280 (81-1030) 679 + 649 (58-2340) 04
Giorno 3 593 + 580 (82-2696) 848 +937 (41-3148) 0,6
Giorno 7 191 + 145(40-744) 224 + 187 (39-840) 04
BILIRUBINA (mg/dL) Giorno 1 5,1+3,1(1,5-11,9) 5,3+4,5(0,7-16,4) 06
Giorno 3 52+3,1(0,9-10,0) 4,7+3,3(0,6-11,6) 06
Giorno 7 7,0+5,2(0,9-19,3) 6,1+4,1(0,7-14,4) 07
INR Giorno 1 1,43 + 0,08 (1,24-1,56) 1,43+0,09 (1,26-1,59) 09
Giorno 2 1,28 +0,15 (1,0-1,52) 1,27 +0,13(1,03-1,48) 07
Giorno 3 1,16+ 0,08 (1,0-1,34) 1,24+0,12 (1,09-1,59) 0,04
TERAPIA INTENSIVA (giorni) 8,0+9,1(1-41) 10,5+17,6 (3-79) 09

TABELLA 2. Caratteristiche demografiche, cliniche e di follow up dei 39 pazienti che hanno
ricevuto fegati sottoposti (IPC) o meno (Controlli) a precondizionamento ischemico prima

dell’espianto.

| dati sono la media dei valori + DS. I limiti del range sono riportati tra parentesi. *Gli episodi di
ipotensione sono definiti come pressione arteriosa sistolica <70 mmHg per piu di 30 min dopo
I’inizio della riperfusione. MELD = Model for End Stage Liver Disease. AST = aspartato

transaminasi; ALT
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PROFILO DEL PAZIENTE IPC RESPONSIVE (n=10) IPC NON-RESPONSIVE (n=9) p
SESSO (M/F) 9/1 6/3 03
ETA'(anni) 54 + 13 (23-65) 51+6(44-63) 01
INDICAZIONE AL TRAPIANTO

> HCC su cirrosi 7 (70%) 2 (22%) 0,1

> Cirrosi virale postnecrotica 2 (20%) 5 (56%)

> Cirrosi colestatica 1(10%) 1(11%)

> Cirrosi alcolica 1(11%)
MELD score 21+ 10(10-39) 26 +10(13-41) 0,3
PROFILO DEL DONATORE
SESSO (M/F) 3/7 4/5 0,6
ETA'(anni) 72 £6(60-79) 65112 (34-76) 03
BMI 26+£3(22-32) 26 +3(22-30) 1,0
CAUSE DI MORTE

> Emorragia cerebrale 10 (100%) 7 (78%) 09

> Trauma cranico 0(0%) 1(11%)

> Altro 0 (0%) 1(11%)
USO DI NOREPINEFRINA 4 (40%) 0 (0%) 0,08
TERAPIA INTENSIVA (giorni) 3,8+2,7(19) 2,614 (1-6) 0,2
AST (U/) 31+£15(9-55) 32+9(22-48) 0,7
ALT (U/1) 21+£9(13-37) 36 £ 25 (12-77) 0,1
BILIRUBINA TOTALE (mg/dL) 0,5+0,2(0,2-0,8) 08 +0,4(0,5-1,8) 01
Na* (mEq/L) 151 +10(136-166) 152 + 8 (141-165) 0,6
MACROSTEATOSI 7 (70%) 5 (56%) 0,6
M ACROSTEATOSI >10% 4 (40%) 3(33%) 1,0
NECROSI 0(0%) 0 (0%)
INFIAMMAZIONE PORTALE 6 (60%) 4 (44%) 0,6
FIBROSI PORTALE 5 (50%) 6 (67%) 0,6
PARAMETRI OPERATORI
DURATA INTERVENTO (min) 393 + 85 (300-600) 409 + 83 (225-520) 0,2
DURATA TOTALE ISCHEMIA (min) 345 + 72 (259-485) 370 + 53 (304-458) 0,2
DURATA ISCHEMIA CALDA (min) 37+ 16 (20-70) 42 + 18 (25-76) 0,5
EPISODI DI IPOTENSIONE * 0(0%) 0 (0%)
UTILIZZO DI ADRENALINA 1(10%) 5 (62%) 0,04
TRASFUSIONI EMATICHE (L) 4,1+3,2(1,0-11,5) 38+2,2(1,5-7,5) 0,2

TABELLA 3. Caratteristiche demografiche e cliniche dei pazienti che hanno ricevuto un
fegato precondizionato separati in due gruppi in base alla risposta ai segnali mediati da PI3K

indotti dal precondizionamento.

| dati sono la media dei valori £ DS. | limiti del range sono riportati tra parentesi. *Gli episodi di
ipotensione sono definiti come pressione arteriosa sistolica <70 mmHg per piu di 30 min dopo
I’inizio della riperfusione. MELD = Model for End Stage Liver Disease. AST = aspartato
transaminasi; ALT = alanina transaminasi. L’attivita protrombinica ¢ espressa come INR.
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FIGURA 1. Fosforilazione di PKB/Akt nei fegati trapiantati sottoposti o meno al
precondizionamento ischemico.

Pannelli A e B: La fosforilazione di PKB/Akt é stata valutata mediante western blotting su
campioni di tessuto epatico prelevati mediante biopsia immediatamente prima dell’applicazione del
precondizionamento (To) e 2 ore dopo la riperfusione (T2p) su 19 fegati trapiantati precondizionati e
20 fegati trapiantati di controllo. I valori individuali di fosforilazione sono stati espressi come
rapporti tra la forma fosforilata (P-Akt) e non fosforilata (Akt) di PKB-Akt. La significativita
statistica é stata calcolata mediante T test.

Pannello C: L’indice di fosforilazione di PKB/Akt ¢ stato calcolato mediante il rapporto tra i valori
individuali di fosforilazione a T € al Ty (rapporto Ton/To) dei due gruppi di pazienti.

In tutti i pannelli le scatole includono i valori compresi tra il 25° e il 75° percentile, mentre le barre
orizzontali rappresentano la mediana. Le barre di errore verticale rappresentano un intervallo di
confidenza tra i 5% e il 95%.
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FIGURA 2: Espressione di PTEN nei fegati trapiantati sottoposti o meno al
precondizionamento ischemico.

Pannelli A e B: L’espressione di PTEN ¢ stata valutata mediante western blotting su campioni di
tessuto epatico prelevati mediante biopsia immediatamente prima dell’applicazione del
precondizionamento (To) e 2 ore dopo la riperfusione (T2,) da 19 fegati trapiantati precondizionati e
20 fegati trapiantati di controllo. | valori individuali di espressione di PTEN sono stati espressi
come rapporto tra la quantita relativa di PTEN rispetto alla quantita relativa di actina. La
significativita statistica e stata calcolata mediante T test.

Pannello C: L’indice di espressione di PTEN ¢ stato calcolato facendo il rapporto tra i valori
individuali di espressione a Ty e al Ty (rapporto T,n/To) dei due gruppi di pazienti.

In tutti i pannelli le scatole includono i valori compresi tra il 25° e il 75° percentile, mentre le barre
orizzontali rappresentano la mediana. Le barre di errore verticale rappresentano un intervallo di
confidenza tra i 5% e il 95%.
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FIGURA 3: Variabilita interindividuale del rapporto T,,/T, della fosforilazione di PKB/Akt
nei fegati precondizionati trapiantati.

Pannello A: Valori individuali del rapporto T,n/To della fosforilazione di PKB/AKkt nei fegati di
controllo e precondizionati. La linea tratteggiata mostra il valore di cut off per i rapporti individuali
di fosforilazione T,/To di PKB/AKt dei fegati precondizionati, calcolato al 95° percentile dei valori
del rapporto di fosforilazione T,n/T di PKB/AKkt dei fegati di controllo.

Pannelli B e C: Rapporti T/To della fosforilazione di PKB/Akt e dell’espressione di PTEN in
fegati trapiantati prelevati da donatori cadavere non trattati (Cont) o da donatori “responsive” (IPC
Res; n=10) o “non-responsive” (IPC NonRes; n=9) al precondizionamento ischemico.

In tutti i pannelli le scatole includono i valori compresi tra il 25° e il 75° percentile, mentre le barre
orizzontali rappresentano la mediana. Le barre di errore verticale rappresentano un intervallo di
confidenza tra i 5% e il 95%.
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FIGURA 4: Variazioni postoperatorie delle transaminasi AST e ALT, della bilirubina totale e
dell’attivita protrombinica (INR) dopo 24 ore dall’inizio della riperfusione e durante i primi
21 giorni di follow up nei pazienti trapiantati che hanno ricevuto un fegato precondizionato
IPC “responsive” (simboli vuoti; n=10) o IPC “non-responsive” (simboli pieni, n=9).

I punti rappresentano la mediana dei valori. | limiti del range sono riportati per ciascun punto. Gli
asterischi indicano le differenze statisticamente significative (p<0.05) rispetto ai fegati IPC non-
responsive.
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DISCUSSIONE

L’analisi combinata dei dati finora disponibili riguardo I’efficacia del precondizionamento
ischemico nel migliorare il danno da ischemia riperfusione conseguente al trapianto di fegato ha
evidenziato che il precondizionamento applicato al fegato prima dell’espianto non migliora
significativamente né il rilascio di transaminasi post operatorio né U’entita dell’infiltrato
inflammatorio e dell’apoptosi degli epatociti (De Oliveira, 2007). Inoltre non sono stati riportati
effetti rilevanti del precondizionamento sull’incidenza di insufficienza primaria del fegato o di
disfunzione epatica iniziale e sulla permanenza media dei pazienti trapiantati in reparto di terapia
intensiva (Gurusamy, 2008).

Anche i dati ottenuti dal nostro studio hanno mostrato come il precondizionamento non sia stato in
grado di migliorare significativamente il livello delle transaminasi nei pazienti sottoposti a
trapianto. Questo risultato appare in contrasto con uno studio precedente effettuato dal Centro
Trapianti di Fegato e Multiorgano dell’Universita di Bologna in cui si ¢ evidenziato un
abbassamento significativo del rilascio di transaminasi fino al terzo giorno di follow up post
operatorio (Cescon, 2006)). Tale discrepanza potrebbe essere dovuta al fatto che nel nostro studio i
livelli post operatori di AST e ALT rilevati nei pazienti del gruppo di controllo risultano
sensibilmente piu bassi di quelli del gruppo di controllo dello studio sopra citato (Cescon, 2006).
Questo suggerisce che il grado di severita del danno da ischemia-riperfusione nei fegati di controllo
possa influenzare la rilevazione di differenze statisticamente significative delle transaminasi nei
fegati precondizionati. Inoltre come gia osservato da Cescon e collaboratori (Cescon, 2006), anche
nel nostro studio il precondizionamento ischemico non influenza né 1’andamento post-operatorio
del livello di bilirubina e dell’attivita protrombinica, né I’incidenza di insufficienza primaria del
fegato o di disfunzione epatica iniziale.

In questo studio abbiamo valutato nel fegato umano trapiantato sottoposto o meno a
precondizionamento 1’attivazione e/o espressione di alcuni mediatori del precondizionamento
ischemico in modelli animali (Carini, 2003). Studi recenti su modelli sperimentali di danno da
ischemia-riperfusione in diversi tessuti (lzuishi, 2006; Carini, 2004; Zhao, 2006; Hausenloy, 2006)
hanno mostrato che I’attivazione della fosfatidil-inositolo-3 chinasi e del suo effettore PKB/Akt
giocano un ruolo chiave nello sviluppo del precondizionamento ischemico. In accordo con quanto
precedentemente osservato nel fegato di roditori (Carini, 2003; lzuishi, 2006), anche nel fegato

umano il precondizionamento ischemico aumenta la fosforilazione di PKB/Akt due ore dopo la
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riperfusione. Tale effetto ¢ associato con 1’abbassamento dell’espressione epatica di PTEN, noto per
regolare negativamente I’attivita di PI3K.

PTEN e una fosfatasi che blocca la trasduzione dei segnali PI3K dipendenti alle proteine chinasi a
valle (tra cui PKB/Akt) mediante defosforilazione del fosfatidil-inositolo-trifosfato PI(3,4,5)P3
(Tanguney, 2007)). PTEN e presente ubiquitariamente nelle cellule e il suo livello intracellulare
riflette il suo grado di attivita (Tanguney, 2007; Gericke,2006). Un recente studio sul miocardio ha
mostrato una diminuzione sia del livello che dell’attivita di PTEN in parallelo con 1’attivazione di
PKB/AKkt in seguito a precondizionamento (Cai, 2005). Queste ricerche hanno indicato come il
precondizionamento ischemico moduli sia regolatori positivi che negativi dei segnali PI3K
dipendenti.

L’analisi piu dettagliata dell’attivazione di PKB/Akt nei fegati umani precondizionati ha rivelato
un’importante variabilita inter-individuale suggerendo che in alcuni pazienti il precondizionamento
non e stato in grado di promuovere la trasduzione dei segnali mediati da PI3K. Il nostro studio ha
infatti evidenziato all’interno dei pazienti che hanno ricevuto un fegato precondizionato due distinti
gruppi omogenei. Nel gruppo che abbiamo definito “responsive” i pazienti hanno presentato il
rapporto T,n/To della fosforilazione di PKB/AKt significativamente piu elevato rispetto a quello dei
pazienti “‘non-responsive”, in cui tale rapporto e risultato paragonabile al gruppo di controllo. Al
momento le cause di tale variabilita non sono chiare. Le caratteristiche del donatore e i parametri
intraoperatori sono risultati comparabili tra il gruppo di pazienti “responsive” e “non-responsive”.
E’ pero interessante sottolineare che abbiamo osservato un abbassamento significativo di PTEN
solo nei fegati dei pazienti “responsive”. PTEN e una fosfatasi costitutivamente attiva, che e
regolata sia mediante trascrizione “de novo”, sia mediante combinazione dei processi di
degradazione, fosforilazione e ossidazione (Gericke, 2006). Esperimenti sul miocardio e sul
cervello hanno mostrato che 1’abbassamento di PTEN é richiesto per la trasduzione completa dei
segnali PI3K dipendenti indotti dal precondizionamento ischemico (Tanguney, 2007; Cai, 2005;
Omori, 2002). Inoltre gli inibitori farmacologici di PTEN prevengono il danno ischemico nel
cervello di ratto (Lee, 2004; Wu, 2006). Quindi la mancata capacita di indurre una diminuzione dei
livelli di PTEN puo essere stata responsabile della ridotta stimolazione di PKB/AKkt nei fegati “non-
responsive”. In un lavoro recente Vinciguerra e collaboratori hanno riportato che la steatosi
diminuisce I’espressione di PTEN nel fegato umano (Vinciguerra, 2008). | nostri dati perd non
hanno evidenziato differenze nell’entita della steatosi tra il gruppo IPC “responsive” e “non-
responsive”. Al momento non si e potuto escludere che la mancata risposta al precondizionamento

di alcuni fegati possa essere dovuta ai segnali a monte di PI3K. Nel nostro laboratorio abbiamo
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recentemente dimostrato su epatociti di ratto isolati che il precondizionamento attiva PI3K
attraverso la stimolazione dei recettori A2a dell’adenosina (Carini, 2004).

Qualunque sia la causa della variabilita dei segnali mediati da PI3K nel fegato precondizionato
umano, € importante sottolineare che i pazienti che hanno ricevuto un fegato con una effettiva
attivazione di PI3K hanno mostrato un rilascio significativamente inferiore di transaminasi 24 e 48
ore dopo la riperfusione e una migliore clearance della bilirubina nel follow-up. Inoltre in un
numero minore di pazienti “responsive” rispetto ai non ‘“responsive” €& stata somministrata
adrenalina durante il trapianto per supportare i parametri emodinamici. Di recente Amadour e
collaboratori hanno mostrato che il precondizionamento ischemico riduce 1’apoptosi degli epatociti
e induce la trascrizione del fattore inducibile dall’ipossia 1o (HIF-1a) nei fegati trapiantati umani
(Amadour, 2007). E’ interessante notare che fosforilando molte proteine pro-apoptotiche PKB/AKkt
gioca un ruolo importante nel prevenire I’apoptosi (Cantley, 2002). In aggiunta nel nostro
laboratorio abbiamo recentemente dimostrato che PI3K & anche coinvolta nella stimolazione
normossica dell’attivazione di HIF-1a indotta mediante precondizionamento ipossico 0 mediante
stimolazione con agonisti dei recettori A2a dell’adenosina negli epatociti € nei macrofagi umani
(De Ponti, 2007; Alchera, 2008). Nel loro insieme queste osservazioni supportano 1’importanza dei
segnali mediati da PI3K nel prevenire il danno da riperfusione nei fegati umani.

In conclusione, il precondizionamento ischemico di fegati prelevati da donatore cadavere e
trapiantati ha mostrato un’ampia variabilita inter-individuale dell’attivazione di PI3K, che puo
riflettere un’insufficiente capacita degli organi ottenuti da pazienti clinicamente morti di mettere in
atto un efficiente processo precondizionante quando sottoposti ad uno stress ischemico transitorio.
Tale variabilita potrebbe spiegare i risultati contradditori nell’ambito della risposta clinica al
precondizionamento dei fegati trapiantati. Questi risultati evidenziano inoltre I’urgenza di elaborare
procedure alternative, possibilmente utilizzando agenti farmacologici, per indurre in maniera

efficace e riproducibile gli effetti del precondizionamento in fegati prelevati da donatore cadavere.
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Partecipazione a seminari

Presso il Dipartimento di Scienze Mediche, Universita del Piemonte Orientale “A. Avogadro”:
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Marra, Dipartimento di Medicina Interna, Universita di Firenze.
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sviluppo delle nuove tecniche. Tenente Dott. Giorgio Portera, Ufficiale Biologo

Carabinieri Reparto Investigazioni Scientifiche (RIS) Parma .

21 gennaio 2008 K+ channels in the heart: in and out of control. Dr. Susanne Radicke, University

of Technology, Dresda.

23 gennaio 2008 Integrin trafficking and tumour cell invasiveness. Dr. Jim Norman, Integrin Cell

Biology Lab, Beatson Institute for Cancer Research, Glasgow, Scotland.

24 gennaio 2008 La Microscopia a Forza Atomica nella ricerca biomedica: dalle immagini alle

interazioni. Prof. Mario Raspanti, Universita di Varese.

6 febbraio 2008 Metodi e applicazioni delle nuove tecnologie di sequenziamento ultramassivo.
Dott. Gianluca DeBellis, Consiglio Nazionale delle Ricerche, Istituto di Tecnologie Biomediche,
Segrate.

5 marzo 2008 Analytic vaccinology and human cytomegalovirus: human monoconal antibodies

as tools to identify novel antigens for protective vaccination. Dr. Annalisa Macagno,

Institute for research in Biomedicine, Bellinzona, Svizzera.
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Molecular, cellular, physiological and pathogenic responses to hypoxia. Keystone Symposia on
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43" Annual Meeting of the European Association for the Study of the Liver. 23-27 aprile 2008,
Milano, Italy.

28



COMUNICAZIONI A CONGRESSI

Presentazione del poster Molecular mechanisms involved in the delayed resistance to hypoxic
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