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GLOSSARIO

HCV: virus dell’epatite C

HBV: virus dell’epatite B

HIV: virus dell'immunodeficienza umano
ROS: specie reattive dell’'ossigeno
HNE: 4-idrossinonenale

MDA: malonildialdeide

TGF-B1: transforming growth factor beta-1
lgG: immunoglobuline G

CYP2E1: citocromo P450 2E1

CYP3A4: citocromo P450 3A4

CYP1A2: citocromo P450 1A2
CYP2C9: citocromo P450 2C9
CYP2D6: citocromo P450 2D6
CYP2AG6: citocromo P450 2A6

ANA: anticorpi anti-nucleo

SMA: anticorpi anti-muscolo liscio
LKM-1: anticorpi anti-microsomi epatici e renali
OR: odds ratios

IC: intervallo di confidenza

HR: hazard ratios

ALT: alaninoaminotransferasi

AST: aspartatoaminotransferasi

v-GT: gammaglutamiltranspeptidasi
CyA: ciclosporina A

FK506: tacrolimus
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RIASSUNTO

Il riscontro di reazioni autoimmuni post-trapianto di fegato & riportato con sempre
maggior frequenza. Nei pazienti non trapiantati affetti da epatite cronica C abbiamo
precedentemente dimostrato una prevalenza pari al 40% di autoanticorpi anti-citocromo
P450 2E1 (CYP2E1). Lo studio ha indagato la prevalenza e il significato clinico della
reattivita anti-CYP2E1 nei pazienti con recidiva di epatite C post-trapianto di fegato.

Nei 46 pazienti indagati gli anticorpi IgG anti-CYP2E1 sono stati riscontrati nel 41% dei

sieri raccolti immediatamente prima del trapianto e nel 33% dei sieri raccolti al 12° mese
post-trapianto, al momento dell’esecuzione della biopsia epatica. Nei pazienti con
reattivita anti-CYP2E1 persistente prima e dopo il trapianto (26%) e stata osservata una
prevalenza di recidiva di epatite C con necroinflammazione e fibrosi severa ad un anno
dal trapianto significativamente superiore rispetto ai restanti pazienti. Inoltre, la
probabilita di sviluppare nel follow-up post-trapianto recidiva epatitica con
necroinflammazione severa € risultata significativamente aumentata nei pazienti con
persistente reattivita anti-CYP2E1. L’analisi multivariata e di Cox hanno confermato che
la persistenza di anticorpi anti-CYP2E1 prima e dopo il trapianto, insieme alla storia di
rigetto acuto e I'eta del donatore superiore a 50 anni, € un fattore di rischio indipendente
e significativo per lo sviluppo di recidiva di epatite C con necroinfiammazione severa.

| dati dello studio suggeriscono che le reazioni autoimmuni che coinvolgono il CYP2E1
potrebbero contribuire al danno epatico in un sottogruppo di pazienti trapiantati con

recidiva di epatite C.



EPATITE C

Il virus dell’epatite C (HCV), identificato con tecniche di biologia molecolare dal gruppo
di Michael Houghton nel 1989 (1), rappresenta attualmente la principale causa di
epatopatia cronica nel mondo (2;3).

L’incidenza annua di infezioni sintomatiche & stimata intorno ad 1-3 casi/100000 abitanti
(4). Occorre tuttavia considerare che linfezione in fase acuta é comunemente
asintomatica. Si stima che approssimativamente 180 milioni di persone nel mondo
siano infette da HCV (5). In Europa la prevalenza dell'infezione si attesta intorno all’1%,
con un gradiente nord-sud variabile dallo 0,5% dei paesi nordici al 2% dei paesi
mediterranei (6). La mortalita HCV-correlata, legata all’insorgenza di complicanze che si
sviluppano quando l'epatopatia sia evoluta in cirrosi, € duplicata dal 1990 ad oggi (7)
ed & attesa aumentare nuovamente nella prossima decade (8). Le complicanze
dell’infezione cronica da HCV rappresentano la causa principale di indicazione al

trapianto di fegato sia in Europa (9) che negli Stati Uniti (10).

STORIA NATURALE DELL’INFEZIONE DA HCV

La storia naturale dell'infezione cronica da HCV & estremamente variabile: nella
maggior parte dei pazienti infetti la malattia & lentamente progressiva, con evoluzione
verso la cirrosi e lo sviluppo delle complicanze con insufficienza epatica dopo decenni
dall’avvenuta infezione. Tipicamente l'infezione cronica da HCV rimane clinicamente
silente per parecchi anni.

Dei soggetti infettati solo una minima parte guarisce spontaneamente (15-25%), mentre
in circa il 75-85% dei casi si assiste alla cronicizzazione dell'infezione (11-13), legata
principalmente alla capacita del virus di sfuggire alla risposta immunitaria dell’ospite
(14;15). L’alta percentuale di cronicizzazione dell’infezione e la presentazione clinica
spesso asintomatica spiegano la presenza di un grosso reservoir di soggetti infettati.
Sebbene la maggior parte dei pazienti con I'infezione acuta sviluppi I'epatite cronica, la
severita della malattia epatica pud variare notevolmente. La piu importante complicanza
dell’epatite cronica C € lo sviluppo di cirrosi, che si verifica nel 10-30% dei pazienti
infettati (16-20) in un tempo variabile, stimato dall’analisi di studi retrospettivi, dai dodici

ai quarantaquattro anni dal momento dell'infezione (16).



Nei pazienti cirrotici pud insorgere il carcinoma epatocellulare con una incidenza annua
pari al 3-10% (3;21). La mortalita annua nei pazienti cirrotici, dovuta allo sviluppo di
complicanze quali ipertensione portale, insufficienza epatica o0 carcinoma
epatocellulare, é pari al 2-5% (22).

E da considerare che la stima del tasso di progressione di fibrosi e il tempo per lo
sviluppo della cirrosi dipendono dal disegno degli studi considerati e dalla popolazione
di pazienti indagati. Globalmente i diversi studi suggeriscono che c’e un variabile tasso
di progressione dell’epatite cronica C verso la cirrosi e le sue complicanze,

verosimilmente per I'interazione di multipli fattori.

FATTORI DI PROGRESSIONE

| fattori di rischio associati alla progressione dell’epatite cronica C includono variabili
non modificabili legate al virus e all’'ospite (eta al momento dell'infezione, sesso, razza,
durata dell'infezione e fattori genetici), e variabili modificabili quali I'attivita infammatoria
all'istologia, i livelli di alaninoaminotransferasi, il consumo di alcol, il fumo, i fattori
metabolici (steatosi, insulino-resistenza), 'accumulo di ferro e la coinfezione con il virus
dell’epatite B (HBV) o virus dellimmunodeficienza umano (HIV) (23).

L’eta avanzata al momento dell'infezione é risultata correlata positivamente al tasso di
progressione della malattia in diversi studi, anche dopo correzione per la durata
dellinfezione (24-27).

La maggior parte degli studi riguardanti la progressione della fibrosi nell’epatite cronica
C ha dimostrato una piu veloce progressione negli individui di sesso maschile (25;27).
Nonostante la loro importanza nella eliminazione del virus in corso di terapia antivirale,
la carica virale e il genotipo non sembrano avere nessuna influenza sulla progressione
della malattia HCV-correlata (23).

Numerosi studi hanno dimostrato nei pazienti con livelli di alaninoaminotransferasi
(ALT) persistentemente normali una minore progressione della fibrosi e una minore
probabilita di sviluppo della cirrosi rispetto ai pazienti con livelli serici di ALT elevati (28-
31).

L’assunzione cronica di alcol con livelli approssimativamente superiori a 50 g/die é
associata ad un aumentato tasso di progressione dell’epatite cronica C (32-34). Il fumo
e un predittore indipendente di progressione della fibrosi, anche dopo correzione per il

consumo alcolico (35;36).



Esiste una stretta associazione tra steatosi ed epatite cronica C con meccanismi in
parte mediati dal genotipo. Infatti, i pazienti con infezione da HCV genotipo 3 hanno piu
frequentemente steatosi severa e steatoepatite, quest’ultima correlata a fibrosi piu
avanzata (37-40). La steatosi contribuisce alla progressione dell’epatite cronica C,
indipendentemente dall’eta, dal sesso e dal consumo di alcol.

Nonostante siano stati identificati diversi fattori in grado di influenzare I'evoluzione
dell’'epatite cronica C, I'importanza relativa di molti di essi resta ancora sconosciuta.
Non esistono modelli predittivi per la stratificazione del rischio di progressione,
strumento che sarebbe di fondamentale importanza dal momento che non € ancora
disponibile una terapia universalmente efficace e tollerabile per la cura dell’epatite

cronica C.



RECIDIVA DI EPATITE C POST-TRAPIANTO

Il trapianto di fegato € il trattamento di scelta nei pazienti con cirrosi da HCV in fase
avanzata. Dopo il trapianto 'infezione recidiva nel 100% dei pazienti con HCV-RNA
positivita pre-trapianto, determina una nuova epatite nella maggior parte dei casi
(41;42) e rappresenta una delle piu frequenti cause di morbidita nel post-trapianto.

Nei pazienti trapiantati la malattia é piu rapida ed aggressiva rispetto a quella
osservabile nei pazienti immunocompetenti (43). 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 (43), pur
considerando che la reale incidenza di cirrosi C post-trapianto € sottostimata laddove
non si eseguono biopsie di protocollo. Altrettanto rapido nel setting del trapianto appare
il decorso della cirrosi verso linsufficienza epatica e la perdita del graft (43-45).
Sebbene sembri evidente che lo stato di immunodepressione indotto dalla terapia
immunosoppressiva modifichi di per sé la storia naturale dell’epatite C post-trapianto,
I'effetto di numerosi altri fattori responsabili del pattern e della severita 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 & di notevole importanza per
I'individuazione dei pazienti ad alto rischio di ricorrenza severa, per il management post-

trapianto e anche per una migliore allocazione degli organi.

STORIA NATURALE

L’evoluzione della recidiva di epatite C post-trapianto & molto variabile: ci sono pazienti
viremici con minimo o assente danno epatico nel post-trapianto ed altri che
progrediscono rapidamente verso la cirrosi epatica e l'insufficienza d’organo. L’alta
variabilita della evoluzione della recidiva epatitica & enfatizzato da uno studio basato
sulla esecuzione di biopsie epatiche di protocollo annuali che ha dimostrato
un’incidenza pari al 12% di fibrosi severa o cirrosi e al contrario I'assenza di fibrosi nel
30% di pazienti a 5 anni di follow-up dal trapianto (46). Dati recenti indicano
inequivocabilmente che la sopravvivenza dei pazienti trapiantati per epatite C e ridotta

(47) ed é significativamente inferiore a quella dei trapiantati per epatopatia non HCV-



correlata (48). Vi é inoltre evidenza che la recidiva di epatite C € ancora piu severa negli
ultimi anni, forse in relazione all'utilizzo di “donatori anziani” e di farmaci
immunosoppressori piu potenti (49-51). 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 & ancora del tutto chiarito ed & verosimilmente

multifattoriale.

DIAGNOSI ISTOLOGICA

Dal momento che né i livelli di transaminasi (46) né la viremia (41) sono predittivi del
danno epatico, la diagnosi e la stadiazione della recidiva di epatite C & basata
sull’istologia e il modo migliore per monitorarne I'evoluzione nel tempo & I'esecuzione di
biopsie epatiche sequenziali di protocollo (46;52).

Le alterazioni istopatologiche della recidiva precoce (< tre mesi post-trapianto)
includono la dilatazione sinusoidale, l'inflammazione lobulare e la necrosi apoptotica
focale, talora associate a vari gradi di steatosi. L’epatite acuta puo svilupparsi tra il
primo e il quarto mese post-trapianto, mentre le alterazioni istologiche compatibili con
epatite cronica generalmente sono evidenziabili dopo il terzo-quarto mese post-
trapianto (41). L'epatite cronica & dimostrabile nel 70-90% dei riceventi dopo un anno
dal trapianto e nel 90-95% dei pazienti dopo 5 anni (53). Le caratteristiche istologiche
della recidiva di epatite C sia nella fase acuta che cronica sono assimilabili a quelle che
si osservano nei pazienti non trapiantati con epatite cronica C, con inflammazione
portale e lobulare di vario grado in associazione a necrosi epatocitaria. In aggiunta,
possono essere presenti altre figure istologiche quali danno duttale, venulite, colestasi,
proliferazione duttulare, rigonfiamento degli epatociti in sede perivenulare, che mimano
altre entita quali rigetto, ostruzione biliare o ischemia (52). Inoltre, la recidiva di epatite
C pud presentarsi con un pattern istopatologico simile all’epatite autoimmune con
prevalenza di infiltrati infiammatori ricchi in plasmacellule ed inflammazione
perivenulare e necrosi che coinvolge la maggior parte delle aree centrali, indicativi di
reazioni autoimmuni/rigetto e spesso associate ad outcome negativo (54-56). In
particolare, se non trattato (con aumento dellimmunosoppressione), il danno
perivenulare significativo (moderato o severo) accelera lo sviluppo di fibrosi a ponte
porto-portale e centro-centrale (54-56).



FATTORI DI PROGRESSIONE

Esistono una serie di fattori potenzialmente in grado di contribuire alla progressione
dell’epatite C (57). In aggiunta a quelli noti 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'eta, I'istocompatibilita tra il donatore e il ricevente, il chimerismo
immunologico ed infine quelli secondari alla terapia immunosoppressiva post-trapianto
(57).

Tra i fattori virologici una elevata viremia HCV pre-trapianto (68-60), precoce aumento
della viremia post-trapianto (61), una elevata espressione di forme replicative del virus
nel fegato (59), linfezione con i genotipi virali 1 e 4 (49;62;63), la coinfezione con
citomegalovirus (64) sono i piu accreditati. Alcune caratteristiche del ricevente tra cui
'eta avanzata, la razza non-bianca (41;49), il sesso femminile (51) ed una ridotta
risposta immune HCV-specifica sono considerati fattori prognostici negativi. Tra i fattori
legati al donatore I'eta avanzata (superiore a 50 anni) (50;65;66) e la steatosi del graft
(51) si associano a ricorrenza epatitica C piu severa. | cambiamenti nella modalita di
immunosoppressione post-trapianto possono anch’essi influenzare I'evoluzione della
recidiva di epatite C, in particolare modificazioni sostanziali e repentine dello stato di
immunodepressione, con rapida parziale ricostituzione del sistema immune sono in
grado di influenzare negativamente I'equilibrio tra HCV circolante ed ospite (57;67-71).
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). E noto infatti che I'immunosoppressione facilita la
replicazione virale e modula la risposta immune linfocitaria T CD4+ e CD8+ HCV-
specifica, che & fondamentale per I'eliminazione di HCV in fase acuta.

In aggiunta alle suddette alterazioni immunologiche, le alterazioni istologiche precoci, in
particolare il grado di attivita infiammatoria nel primo anno post-trapianto (72-75),
rappresentano il miglior predittore di sviluppo successivo di cirrosi. Anche la presenza di
fattori potenzialmente fibrogenetici come complicanze ischemiche/biliari e sindrome da
insulinoresistenza/diabete puo favorire la progressione della recidiva epatitica C (76). |l
danno ossidativo, che & dimostrato aumentare nel corso dell’epatite cronica C (77-80) e

nel post-trapianto (81), pud agire da cofattore di progressione di per sé mediante



I'attivazione della fibrogenesi e mediante I'induzione di meccanismi immunitari di danno.
Ancora non chiaro &, infine, il ruolo patogenetico della comparsa di reazioni
autoimmuni, evento frequente nel post-trapianto, caratterizzato dalla comparsa nel siero
di autoanticorpi tissutali, indicativi della presenza di danno epatico (82).

E verosimile che I'evoluzione dell’epatite C post-trapianto sia la risultante della sinergica
interazione di numerosi fattori, la cui analisi € di fondamentale importanza per la
comprensione della sua patogenesi. Il trapianto di fegato rappresenta un modello unico
di ricerca per studiare I'immunopatogenesi del danno da HCV nelle fasi precoci di
cronicizzazione dell’infezione. Infatti, I'impatto della comparsa di fattori clinici di
progressione pud essere seguito strettamente nel tempo unitamente al monitoraggio

della risposta immune.



DANNO OSSIDATIVO

NEL SETTING DEL TRAPIANTO DI FEGATO

E stato dimostrato che il processo di perossidazione lipidica & aumentato nel trapianto
nella fase intraoperatoria durante la riperfusione epatica, consistente con il danno da
ischemia/riperfusione (81;83). Sebbene nellimmediato 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 insufficienza del graft (81). 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 stesso del trapianto, non ultima I'immunosuppressione con i farmaci inibitori
della calcineurina (tacrolimus, ciclosporina A). Infatti, sebbene al tacrolimus siano state
attribuite proprieta antiossidanti (84), la ciclosporina A sembrerebbe avere un potenziale

pro-ossidante (85).

IN CORSO DI EPATITE CRONICA C

Il coinvolgimento dello stress ossidativo nella patogenesi dell’epatite cronica C pre-
trapianto € supportato da evidenze cliniche, in particolare dalla dimostrazione nel siero
e nel fegato di pazienti affetti di marcatori di danno ossidativo (77-80). Le specie reattive
dell'ossigeno (ROS) prodotte in eccesso in corso di danno cellulare, interagendo con gli
acidi grassi polinsaturi contenuti nei fosfolipidi, danno Iuogo 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 I'attivazione delle
cellule stellate epatiche e, tramite la stimolazione delle vie di signaling intracellulare, la
produzione di TGF-B1 (il piu potente stimolo fibrogenico) e di collagene | (86-89) da
parte delle cellule stellate. | 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 &
associato allo sviluppo di anticorpi IgG circolanti diretti contro epitopi derivati dalle



proteine modificate dai prodotti di perossidazione lipidica (addotti proteine-MDA) (90).
Tali autoanticorpi correlano con la severita di malattia nell’epatite cronica C (90) e sono
stati recentemente identificati come fattori predittivi indipendenti di sviluppo di fibrosi
avanzata nella steatoepatite non alcolica (91). E stato dimostrato, inoltre, che lo stress
ossidativo & 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 (92).
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AUTOIMMUNITA

NEL SETTING DEL TRAPIANTO DI FEGATO

La comparsa di autoanticorpi tissutali post-trapianto € un evento comune (82). Lo

sviluppo di reazioni autoimmuni asintomatiche e di epatopatia autoimmune post-

trapianto sono documentate con sempre maggior frequenza.

Ci sono poche segnalazioni in letteratura in cui il siero dei pazienti & stato testato prima

e dopo il trapianto e queste documentano che la prevalenza di autoanticorpi aumenta

nel tempo dopo il trapianto (82). La presenza di autoanticorpi & stata associata ad un

sfavorevole decorso clinico post-trapianto, con sviluppo di epatite cronica, disfunzione

epatica severa, rigetto cronico, perdita dell’organo e morte sia in serie di pazienti adulli

trapiantati che pediatrici (93).

| targets antigenici per autoimmunita fegato-specifica sono specie specifici (antigeni non

polimorfici), pertanto condivisi da ricevente e donatore; I'organo trapiantato é ripopolato

dalle cellule dendritiche del ricevente.

| possibili fattori favorenti I'autoimmunita nel post-trapianto sono:

- rilascio di neoantigeni dai tessuti danneggiati

- farmaci inibitori della calcineurina (tacrolimus, ciclosporina A) mediante induzione
degli isoenzimi del citocromo P450 e interferenza con linfociti T regolatori: i farmaci
inibitori della calcineurina predispongono allo sviluppo di autoimmunita e malattie
autoimmuni, verosimilmente interferendo con i meccanismi di maturazione dei
linfociti T o con la funzione delle cellule T regolatorie, con conseguente attivazione di
cloni T cellulari autoaggressivi

- infezioni virali mediante meccanismi quali microchimerismo, stimolazione policlonale
linfocitaria, aumentata espressione di antigeni MHC di classe | e Il ed interferenza
con meccanismi immunoregolatori (82).

Tra i targets molecolari delle reazioni autoimmuni in pazienti trapiantati, figurano gli

isoenzimi della famiglia dei citocromi P450. Nei pazienti pediatrici trapiantati di rene &

stata descritta una prevalenza pari a 21% di reattivita contro diversi isoenzimi del

citocromo P450 (CYP2E1, CYP3A4, CYP1A2, CYP2C9) nei trattati con ciclosporina,

29% (CYP2E1, CYP3A4, CYP1A2) nei trattati con tacrolimus dopo switch da

ciclosporina e 25% (CYP2E1, CYP3A4) nei trattati con tacrolimus (94). La reattivita anti-

citocromi é risultata correlata all’eta di avvio di terapia immunosoppressiva e alla durata

11



della stessa e associata, in alcuni casi, a tossicita farmacologica e al rigetto d’organo
(94). Nei pazienti adulti trapiantati di rene & stata descritta una prevalenza di
autoanticorpi anti-citocromi pari al 7% (CYP2E1, CYP3A4) (94).

IN CORSO DI EPATITE CRONICA C

L’infezione cronica da epatite C si associa alla comparsa di fenomeni autoimmuni e
sviluppo di numerosi autoanticorpi non organo-specifici. Sin dalla sua scoperta come
agente eziologico dell’apatite nonA-nonB nel 1989, l'infezione da HCV é stata associata
a varie condizioni immunopatologiche, tra cui la crioglobulinemia mista, la produzione di
autoanticorpi, la sindrome di Sjogren, e il linfoma B-cellulare. Specifici meccanismi sono
operanti nella comparsa di fenomeni autoimmuni in corso di epatite virale: tali processi
verosimilmente consistono in cross-reazioni tra antigeni virali ed autoantigeni epatocitari
a livello di sequenze aminoacidiche o strutture terziarie simili (mimetismo molecolare).
In associazione allinfezione cronica da HCV ¢é stata descritta la presenza di
autoanticorpi non organo-specifici con una prevalenza fino al 70% per gli anticorpi anti-
actina del muscolo liscio (SMA) e fino al 40% per gli anticorpi anti-nucleo (ANA) (95). In
un gruppo di 226 soggetti anti-HCV positivi identificati mediante lo screening di una
popolazione non selezionata di 7000 soggetti (96), la prevalenza di autoanticorpi non
organo specifici & risultata pari al 25%, molto piu elevata di quella osservata nei soggetti
non-HCV infetti e in quelli con infezione da virus dell’epatite B (97). Negli individui infetti
la presenza di autoanticorpi € risultata associata al riscontro di danno epatico.
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REATTIVITA ANTI-CITOCROMI P450 ED
EPATITE CRONICA C

Tra gli autoanticorpi descritti in associazione all’epatite cronica C figurano quelli diretti
contro diversi isoenzimi della superfamiglia del citocromo P450. In particolare, sono
presenti in circa il 10% dei pazienti con epatite cronica C autoanticorpi diretti contro
epitopi del citocromo P450 2D6 (CYP2D6) (anticorpi LKM-1) (98;99), e autoanticorpi
anti-citocromo P450 2A6 (CYP2AG) sono stati riscontrati nel 2-8% dei casi, soprattutto
in associazione con i precedenti (100). Inoltre, nei pazienti con epatite cronica C,
abbiamo recentemente dimostrato una prevalenza pari al 40% di autoanticorpi IgG anti-
citocromo P450 2E1 (CYP2E1), anticorpi diretti prevalentemente contro epitopi
conformazionali, non cross-reattivi con il target degli autoanticorpi LKM-1 (CYP2D6), e
la cui presenza é risultata indipendente dal consumo di alcol e significativamente
associata alla severita della piecemeal necrosis (83).

Non é tuttora chiaro da dove derivi la reattivita anti-citocromi in corso di epatite cronica
C, anche se & verosimile che specifici meccanismi siano implicati nella comparsa dei
fenomeni autoimmuni, in particolare il mimetismo molecolare con il virus dell’'epatite C &
stato proposto come meccanismo alla base dell'induzione di risposte autoimmuni. Studi
piu approfonditi sono stati effettuati riguardo al CYP2D6, target degli autoanticorpi LKM-
1, che presenta una omologia di sequenza pari al 40% con il CYP2E1. Esiste
mimetismo molecolare tra il CYP2D6 (aa 254-288, nella stessa regione riconosciuta
come maggiore epitopo lineare degli anticorpi LKM-1 presenti nei pazienti con epatite
autoimmune di tipo 2) e le proteine NS3 e NS5a di HCV, ossia gli anticorpi diretti contro
epitopi conformazionali di CYP2D6 cross-reagiscono con epitopi conformazionali delle
proteine NS3 e NS5a di HCV (101). La presenza di mimetismo molecolare
conformazionale tra il CYP2D6 e le proteine di HCV potrebbe pertanto spiegare la
presenza di autoanticorpi LKM-1 in circa il 10% dei pazienti affetti da epatite cronica C.
Inoltre, & stato dimostrata la presenza di mimetismo molecolare tra la proteina core di
HCV (epitopi 178-187) e CYP2A6 / CYP2AT7 (aa 8-17) (102). Linfociti T CD8+ citotossici
indotti dalla proteina core di HCV sono risultati in grado di cross-reagire contro peptidi
self (forma nativa di CYP2A6 e CYP2A7 e forma processata di CYP2A6), determinando
danno cellulare alle cellule non infette (102). In una serie tedesca, il 5% dei pazienti
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HCV é risultato positivo per gli anticorpi anti-CYP2AG6, in particolare I'8% dei pazienti
HCV e LKM-1 positivi e il 2% dei pazienti HCV LKM-1 negativi (100).

Un meccanismo a piu steps che coinvolge epitopi chiave sui citocromi e le omologie
con sequenze virali potrebbe essere alla base della generazione di anticorpi anti-
citocromi. L’ipotesi che gli antigeni intracellulari rilasciati in seguito a danno possano
essere considerati come “estranei” dal sistema immune innescando la produzione di
autoanticorpi anti-citocromi non & convincente: in primis, non ogni forma di danno
epatico & associata alla comparsa di tali risposte; in secondo luogo, in quelle condizioni
cliniche associate ad autoreattivita anti-citocromo, sono presenti profili altamente
specifici e distinti. La variazione nell’espressione dell’enzima, associata alla presenza di
agenti inducenti e possibilmente anche mutazioni minori che modifichino la struttura
tridimensionale della proteina potrebbero favorire la comparsa di una risposta
autoimmune anti-citocromi (103).

Se la presenza di anticorpi anti-citocromi partecipi al danno immunologico degli
epatociti non & tuttora chiarito. Se gli anticorpi si legano agli epatociti, tale evento
potrebbe portare a lisi cellulare per citossicita anticorpo-mediata o attivazione del
complemento o possibilmente per apoptosi. La presenza di autoanticorpi potrebbe
perpetuare ed aggravare il danno epatico indotto inizialmente dal virus. E stato
ipotizzato che la distruzione degli epatociti da parte dei linfociti T CD8+ citotossici
determini il rilascio di proteine intracellulari come il CYP2D6, uptake di tali proteine da
parte delle cellule professionali presentanti I'antigene e formazione di autoanticorpi in
presenza di cellule B e linfociti CD4+ autoreattivi (104). Il danno epatico sarebbe
mantenuto da T CD8+ citotossici cross-reattivi, indotti dal virus, che mediante
mimetismo molecolare riconoscono le proteine self espresse sulla membrana cellulare
(una volta avvenuta la clearance virale i T CD8+ sarebbero mantenuti da T helper
autoreattivi) (104). L'interazione di HCV, di linfociti B autoreattivi e linfociti T CD4+ e
CD8+ sarebbe pertanto necessaria per l'innesco della risposta autoimmune anti-

citocromi.
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CITOCROMO P450 2E1 (CYP2E1)

Il citocromo P450 2E1 & I'isoforma piu conservata dei citocromi (78% di omologia tra
CYP2E1 del ratto e CYP2E1 umano) espresso in maniera costitutiva nel fegato con i
livelli piu alti nella zona centrolobulare (105). E un enzima inducibile dall’alcol con una
variabilita interindividuale nell’espressione (forma inducibile) fino a 12 volte. Sono stati
identificati alcuni polimorfismi nella regione regolatoria 5°, che non sembrano avere
effetti sull’espressione costitutiva dell’enzima, ma piuttosto sembrerebbero importanti
per la sua induzione (106). Il CYP2E1 ha un ruolo nella gluconeogenesi (in condizioni di
digiuno fornisce i substrati per la via gluconeogenetica trasformando I'acetone in
acetoso), nel metabolismo di xenobiotici (solventi, idrocarburi aromatici come benzene,
etanolo, acetaldeide, alotano, clorzoxazone) e nel metabolismo di prodotti di
perossidazione lipidica (pentano, esano, acetone, acido linoleico e acido arachidonico)
(107;108). Inoltre, I'enzima ha la capacita di produrre specie reattive dell’ossigeno
(attivita ossidasica) (109). E prevalentemente espresso sul versante citosolico della
membrana plasmatica del reticolo endoplasmico, ma & presente anche in altri
compartimenti cellulari: lisosomi, apparato di Golgi, membrana plasmatica (110).

La presenza di CYP2E1 sul versante esterno della membrana plasmatica & stato
dimostrato mediante esperimenti con microscopio ad immunofluorescenza ed
esperimenti di biotinilazione della superficie cellulare. Il ruolo fisiologico del CYP2E1
espresso sulla membrana cellulare & sconosciuto, ma potrebbe essere legato alla
detossificazione degli xenobiotici (110). La presenza di CYP2E1 sulla membrana
plasmatica sembrerebbe essere un fenomeno fisiologico.

La presenza di CYP2E1 sulla membrana plasmatica degli epatociti potrebbe
rappresentare il trigger nello sviluppo di diverse forme di epatite autoimmune farmaco-

indotta.

I CYP2E1 svolge un ruolo nella patogenesi della epatopatia alcolica e della
steatoepatite non alcolica, verosimilmente in quanto enzima coinvolto nella produzione
di stress ossidativo. L’attivita di CYP2E1, misurata mediante clearance orale di
clozoxazone, & superiore in pazienti con assunzione di alcol (140-210 g/sett per piu di 5
anni) rispetto ai pazienti non bevitori (111) e nei pazienti con steatoepatite non alcolica
non diabetici rispetto ai controlli (112). Nel 40% circa dei pazienti con epatopatia
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alcolica avanzata sono presenti, inoltre, anticorpi anti-CYP2E1, che potrebbero
contribuire al danno epatico (113).
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SCOPI DELLO STUDIO

Gli scopi dello studio sono:

- valutazione dell’eventuale risposta immune umorale (anticorpi IgG) diretta contro
proteine modificate dai marcatori di perossidazione lipidica

- valutazione della prevalenza e dell’eventuale rilevanza clinica della risposta
autoimmune umorale (autoanticorpi IgG) diretta contro il citocromo P450 2E1 sulla
progressione dell’epatopatia C post-trapianto.
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PAZIENTI E METODI

PAZIENTI

Sono stati inclusi nello studio tutti i pazienti consecutivi trapiantati per malattia epatica
terminale da infezione cronica da HCV dal 2002 al 2005 presso il Centro Trapianti di
Fegato del Policlinico di Milano, sottoposti a biopsia epatica di protocollo al 12° mese
post-trapianto. Il siero di tutti i pazienti € stato raccolto immediatamente prima del
trapianto e al momento della biopsia. |l consumo di alcol di tutti i pazienti € stato
valutato prima e dopo il trapianto mediante un questionario standardizzato. Il criterio di

esclusione dei pazienti & stato una biopsia epatica inadeguata.

CRITERI DIAGNOSTICI

Recidiva di epatite C é stata definita la presenza di caratteristiche istologiche di epatite
acuta o cronica in pazienti con HCV-RNA sierico positivo post-trapianto,
indipendentemente dai livelli di transaminasi (114). La diagnosi di epatite autoimmune
“de novo” e stata definita sulla base della presenza di livelli aumentati di transaminasi (>
1.5 UNL), titolo sierico di autoanticorpi tissutali 21:160, livello di immunoglobuline G
(lgG) > 1.5 g/dL, evidenza istologica di epatite dell'interfaccia con infiltrati portali di
plasmacellule ed esclusione di epatite virus- o farmaco-indotta e rigetto acuto cronico
(115).

INDAGINI DI LABORATORIO

Gli anticorpi anti-HCV sono stati testati con test ELISA di seconda generazione (Ortho
DS, Raritan, NJ). La determinazione di HCV-RNA sierico € stata effettuata mediante
RT-PCR.

La determinazione degli autoanticorpi antinucleo (ANA), anti-muscolo liscio (SMA), e
anti-microsomi epatici e renali (LKM-1) & stata effettuata mediante tecnica di
immunofluorescenza indiretta eseguita su sezioni al criostato di 4 um di fegato, rene e

stomaco di ratto alla diluizione sierica di 1:40. Tutti i sieri con ANA reattivita sono stati
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ulteriormente caratterizzati su cellule Hep-2 alla diluizione di 1:80. | sieri positivi sono

stati testati fino alla diluizione 1:320.

BIOPSIE EPATICHE

La biopsie epatiche sono state effettuate per via percutanea sotto guida ecografica (ago
Menghini automatico, 16 G, Biomol, Roma). | campioni di biopsia epatica sono stati
considerati adeguati se di lunghezza superiore a 1.5 cm o se contenenti 211 tratti portali
completi. Fissati in formalina ed inclusi in paraffina in sezioni di spessore pari a 5 um,
dopo colorazione con ematossilina-eosina e tricromica di Masson, i campioni di biopsia
epatica sono stati analizzati per la presenza di necroinfiammazione (grading 0-18) e
fibrosi (staging 0-6) secondo lo score di Ishak (116). E stata definita
necroinfiammazione severa la presenza di grading =9 e fibrosi severa la presenza di
staging 24. La steatosi & stata valutata secondo uno score semiquantitativo arbitrario
sulla base della percentuale di epatociti con infiltrazione di grasso: assente <5%; lieve
5-24%; moderata 25-50%; severa >50%.

Il rigetto acuto cellulare é stato valutato secondo i criteri di Banff (117). Caratteristiche di
rigetto cellulare tardivo overlapping con caratteristiche istologiche di epatite C sono
state valutate come descritto da Demetris (115). La presenza di infiltrati ricchi in

plasmacellule & stata inoltre riportata.

DETERMINAZIONE DELLA REATTIVITA ANTI-ADDOTTI
ALBUMINA-MDA

La quantificazione della produzione di IgG dirette contro epitopi derivati da proteine
modificate dai prodotti di perossidazione lipidica é stata effettuata mediante test
immunoenzimatico ELISA utilizzando come antigene I'addotto albumina umana sierica-
malonildialdeide. L’addotto albumina-MDA é stato preparato facendo reagire 1 mg/ml di
albumina umana sierica con 50 mmol/L di MDA per 2 ore a 37°C. Le piastre ELISA
(Nunc-Immuno Maxi-Sorp, Nunc, S/A, Roskilde, Denmark) sono state incubate per 4
ore a 37°C con 0.05 mg/ml di addotto albumina-MDA o albumina umana nativa
solubilizzati in 0.1 M tampone bicarbonato (pH 9.6). Dopo l'incubazione, le soluzioni

sono state rimosse e i siti di legame non-specifici sono stati bloccati mediante 1 ora di
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incubazione e sostituite con 0.3 ml di soluzione contenente 3% di albumina bovina
sierica disciolta in soluzione fosfato (PBS), pH 7.4. | sieri dei pazienti (0.2 ml, diluiti
1:50) sono stati aggiunti alle piastre in duplicato e incubati per 1 ora a 37°C. In seguito,
sono stati effettuati 3 lavaggi con PBS-0.25% Triton X-100. La presenza di anticorpi
anti-addotti albumina-MDA nel siero dei pazienti con la formazione di un legame
antigene-anticorpo € stata rivelata con I'utilizzo di un anticorpo secondario marcato
(anti-lgG legato alla perossidasi, diluizione 1:5000) (Dako S.p.A., Milano, lItaly) e
successiva aggiunta di soluzione reagente contenente 0.4 mg/ml 1-fenilendiamina, 0.4
ug/ml di perossido d’idrogeno (30%), 5.1 mg/ml di acido citrico, e 6.1 mg/ml di NasHPO4
a pH 5. Dopo 15 minuti, la reazione € stata terminata mediante I'aggiunta di 50 ml 2M
H2SO4. | risultati sono stati espressi in unita di densita ottica (0.d.) a 495 nm dopo aver
sottratto la reattivita di base (background) dei sieri testata nelle piastre contenenti solo
albumina umana nativa. La soglia di positivita degli anticorpi IgG anti-addotto albumina-
MDA é stata scelta calcolando il valore al 97.5° percentile in un gruppo di 60 soggetti
sani matched per eta e sesso con i pazienti (40 maschi, 20 femmine; eta media 53 * 11

anni, range 34-68 anni) provenienti dalla stessa area geografica dei pazienti.

DETERMINAZIONE DELLA REATTIVITA ANTI-CYP2E1

La determinazione degli anticorpi IgG anti-CYP2E1 é stata effettuata mediante test
immunoenzimatico ELISA utilizzando come antigene il CYP2E1 umano ricombinante
purificato (113). Le piastre ELISA (Nunc-Immuno Maxi-Sorp, Nunc, S/A, Roskilde,
Denmark) sono state incubate per una notte a 4°C con 18.5 nMol citocromo P450 2E1
ricombinante umano (Oxford Biochemicals Inc. Oxford, MIl, USA) solubilizzato in 0.1 M
tampone bicarbonato (pH 9.6); un uguale numero di piastre & stato incubato con lo
stesso volume di solo tampone bicarbonato. | siti di legame non-specifici sono stati
bloccati mediante 1 ora di incubazione con 0.3 ml di soluzione contenente 3% di
albumina umana sierica disciolta in soluzione fosfato (PBS), pH 7.4. | sieri dei pazienti
(0.2 ml, diluiti 1:50) sono stati aggiunti alle piastre in duplicato e incubati per 1 ora a
37°C. In seguito sono stati effettuati 5 lavaggi con PBS-0.25% Triton X-100. La
presenza di anticorpi anti-CYP2E1 nel siero dei pazienti con la formazione di un legame
antigene-anticorpo € stata rivelata con I'utilizzo di un anticorpo secondario marcato

(anti-lgG legato alla perossidasi, diluizione 1:5000) (Dako S.p.A., Milano, Italy). | risultati

20



sono stati espressi in unita di densita ottica (0.d.) a 495 nm dopo aver sottratto la
reattivita di base (background) dei sieri testata nelle piastre contenenti solo albumina
umana sierica. La soglia di positivita degli anticorpi IgG anti-CYP2E1 é stata scelta
calcolando il valore al 97.5° percentile in un gruppo di 60 soggetti sani matched per eta
e sesso con i pazienti (40 maschi, 20 femmine; eta media 53 + 11 anni, range 34-68
anni) provenienti dalla stessa area geografica dei pazienti.

La determinazione della reattivita anti-CYP2E1 mediante western blotting e test di
immunoprecipitazione € stata effettuata utilizzando 10 pmol di CYP2E1 umano

ricombinante.

ANALISI STATISTICA

L’analisi statistica & stata effettuata mediante software SPSS v.12 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Le differenze tra i diversi gruppi di pazienti sono state testate mediante Mann-
Whitney U test. |l test esatto di Fisher & stato utilizzato per il confronto di frequenze tra i
gruppi. Gli intervalli di confidenza sono stati calcolati con il metodo Newcombe
utiizzando CIA software v.2.1.1 (by T. Bryant, Southampton University, UK). La
normalita di distribuzione & stata valutata preliminarmente mediante g-q plot,
Kolmogorov—Smirnov and Shapiro-Wilk tests. In presenza di una significativa
deviazione dalla ipotesi di normalita & stata effettuata una correzione mediante
trasformazione logaritmica. L’effetto indipendente delle variabili significative € stato
valutato mediante analisi logistica di regressione. | risultati sono stati presentati come
odds ratios (OR) ed intervalli di confidenza al 95%. L’analisi di Kaplan-Meier & stata
effettuata per valutare la probabilita di sviluppo di recidiva epatitica severa. | fattori di
rischio associati a necroinflammazione e fibrosi severa sono stati valutati mediante

analisi proporzionale di Cox.
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RISULTATI

PAZIENTI

Dei 58 pazienti inizialmente inclusi nello studio, 12 non sono stati ulteriormente
considerati per decesso entro i tre mesi dal trapianto (n=9) o perché hanno rifiutato le
biopsie epatiche di follow-up (n=3). | restanti 46 pazienti (37 maschi e 9 femmine)
analizzati presentavano tutti recidiva di epatite C post-trapianto, erano stati
consecutivamente sottoposti a biopsia epatica al 12° mese post-trapianto ed hanno
avuto un follow-up di almeno 24 mesi e una o piu biopsie epatiche nel corso del follow-
up (ultima biopsia epatica ad un tempo mediano dal trapianto pari a 29 mesi; range
interquartile 18-39 mesi). Nessuno dei pazienti era stato sottoposto a trattamento
antivirale nel corso del primo anno post-trapianto; 18 pazienti (40%) sono stati
sottoposti a terapia antivirale in un tempo successivo. L’eta mediana al trapianto era 55
anni (range interquartile 20-65). La tabella 1 riporta le principali caratteristiche
demografiche e cliniche dei pazienti inclusi nello studio. Il 70% dei pazienti non
assumeva alcol prima e dopo il trapianto; il 30% aveva un consumo alcolico compreso
tra 10 e 30 g/die. La meta dei pazienti era in terapia immunosoppressiva con
ciclosporina A, la restante meta con tacrolimus; il 39% era in terapia di associazione
con ciclosporina/tacrolimus e micofenolato mofetil. La diagnosi di rigetto acuto nei primi
tre mesi post-trapianto era stata formulata in 13 (28%), 12 dei quali erano stati trattati
con boli di steroide e uno con laumento della posologia dei farmaci
immunosoppressori.

La prevalenza di autoanticorpi ANA = 1:160 nel siero al 12° mese post-trapianto &
risultata pari a 20%; il 4% dei pazienti presentava positivita per gli anticorpi anti-LKM1.
Al 12° mese post-trapianto in tutti i 46 pazienti HCV-RNA positivi la biopsia epatica
dimostrava la presenza di caratteristiche istologiche di recidiva di epatite C con diversi
gradi di severita: da lesioni minime (grading <3 e staging <1, n=9) a
necroinfiammazione severa (grading =9, n=16) o estesa fibrosi a ponte o cirrosi
completa/incompleta (staging 24, n=9). La Figura 1 e 2 mostrano due campioni di
biopsia epatica con epatite minima ed epatite severa con setti fibrosi, rispettivamente.
Tra i 16 pazienti con necroinfiammazione severa, 12 (75%) presentavano caratteristiche
di moderata/severa o severa inflammazione portale (score 23), 12 (75%) necrosi focale

diffusa (score =3), 8 (50%) numerose aree di necrosi confluente centrolobulare (score
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23) e 5 (31%) moderata o severa piecemeal necrosis (score =23). In 2 pazienti erano
presenti segni di rigetto overlapping con la recidiva di epatite C. Nessuno dei pazienti
presentava un infiltrato ricco in plasmacellule in associazione alle caratteristiche di
recidiva dell’epatite C, né soddisfava i criteri per la diagnosi di epatite autoimmune de

novo.

REATTIVITA ANTI-ADDOTTI ALBUMINA-MDA

La prevalenza di positivita per I1gG specifiche anti-addotto albumina-MDA
immediatamente prima del trapianto e risultata pari al 30% (14/46 pazienti) e al 12°
mese post-trapianto 20% (9/46 pazienti). | livelli di IgG specifiche dirette contro I'addotto
albumina-MDA pre- e post-trapianto non erano significativamente diversi (mediana
0.d.495 nm 0.777 e range interquartile 0.648-0.914 nel pre-trapianto; mediana 0.d.495 nm
0.704 e range interquartile 0.566-0.842 nel post-trapianto) (Figura 3) e non sono risultati
correlati con il grado di infiammazione e con lo stadio di fibrosi e nemmeno con i livelli
degli enzimi di citolisi epatica al 12° mese post-trapianto. Tuttavia, la presenza di
positivita per IgG specifiche anti-addotto albumina-MDA a 12 mesi dal trapianto &
risultata associata significativamente a recidiva di epatite C con fibrosi severa (staging
24, p=0.03; OR 6.0, 1C95% 1.12-32.12) all'analisi univariata.

REATTIVITA ANTI-CYP2E1

La reattivita anti-CYP2E1 valutata in ELISA sui sieri raccolti immediatamente prima del
trapianto (mediana 0.d.495 nm 0.380; range interquartile 0.167-0.599) non é risultata
significativamente diversa da quella determinata sui sieri raccolti al 12° mese post-
trapianto (mediana 0.d.495 nm 0.282; range interquartile 0.166-0.562). Prendendo come
cut-off il 97.5 percentile della reattivita anti-CYP2E1 in ELISA in 60 soggetti sani
matched per eta e sesso con i pazienti (0.d.495nm 0.470) € risultato che in 19 pazienti
(41%) la reattivita IgG anti-CYP2E1 era al disopra del Ilimite di controllo
immediatamente prima del trapianto (Figura 4, pannello di sinistra) e in 12 di essi
(26%) era mantenuta elevata al 12° mese post-trapianto, mentre in 7 pazienti veniva
persa dopo il trapianto. La persistenza della reattivita anti-CYP2E1 non € risultata

associata al consumo di alcol post-trapianto, né alla terapia immunosoppressiva
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(Tabella 2). In 3 pazienti (7%) la reattivita anti-CYP2E1 era presente solo nel post-
trapianto.

Gli esperimenti combinati di western blotting ed immunoprecipitazione hanno
documentato che il riconoscimento di CYP2E1 in 17 (89%) dei 19 sieri positivi pre-
trapianto veniva perso dopo la denaturazione della proteina in western blotting,
indicando il riconoscimento preferenziale di epitopi conformazionali (Figura 4, pannello
di destra).

REATTIVITA ANTI-CYP2E1 PRE-TRAPIANTO

| 19 pazienti con reattivita anti-CYP2E1 pre-trapianto presentavano al 12° mese post-
trapianto un grading istologico significativamente superiore (p=0.046) (Figura 5,
pannello di sinistra) e un’aumentata prevalenza di recidiva di epatite C con
necroinfiammazione severa (grading29) (53% vs 22%; p=0.037) rispetto ai pazienti con
lgG anti-CYP2E1 al di sotto del limite di controllo. Non erano invece significative le
differenze in termini di stadio di fibrosi. All'analisi univariata, la presenza di reattivita
anti-CYP2E1 pre-trapianto indipendentemente dalla positivita di tali anticorpi post-
trapianto (p=0.037) e la storia di rigetto acuto (p=0.021) erano significativamente
associati a recidiva di epatite C con necroinflammazione severa, mentre I'associazione
con I'eta del donatore >50 anni era ai limiti della significativita (p=0.069) (Tabella 3). Eta
del ricevente, sesso del donatore e ricevente, tipo di immunosoppressione, uso dei boli
di steroide, consumo di alcol, genotipo HCV e viremia HCV media nel primo anno post-
trapianto non erano significative all’analisi univariata. All'analisi multivariata la reattivita
anti-CYP2E1 pre-trapianto, il rigetto acuto e I'eta del donatore >50 anni sono risultati
predittori indipendenti di recidiva di epatite C con inflammazione severa a 12 mesi dal
trapianto (Tabella 3, modello multivariata 1).

PERSISTENZA DELLA REATTIVITA ANTI-CYP2E1 PRE- E POST-TRAPIANTO

| 12 pazienti che hanno mantenuto elevata la reattivita anti-CYP2E1 al 12° mese post-
trapianto avevano livelli di transaminasi (ALT p=0.002, AST p=0.001), grading
necroinfiammatorio (p=0.001) e stadio di fibrosi (p=0.006) significativamente superiori
rispetto agli altri pazienti (Tabella 2; Figura 6). Non era diversa nei due gruppi di
pazienti (p=0.21) la prevalenza di autoanticorpi ANA (Tabella 2). | 12 pazienti con
reattivita 1gG anti-CYP2E1 persistentemente positiva avevano una prevalenza di
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recidiva di epatite C con necroinfiammazione severa (grading 29; p=0.001) e fibrosi
severa (staging 24; p=0.039) significativamente superiore rispetto ai pazienti con
reattivita anti-CYP2E1 persistentemente negativa o positiva solo pre- o solo post-
trapianto. In particolare, i pazienti con reattivita anti-CYP2E1 persistentemente positiva
avevano una prevalenza significativamente superiore di score elevati di necrosi
confluente centrolobulare (5/12 versus 4/34 pazienti, p=0.039) e di inflammazione
portale (9/12 versus 11/34 pazienti, p=0.017) rispetto agli altri. All'analisi univariata la
persistenza di autoanticorpi 1gG anti-CYP2E1 auto-reactivity era associata ad
aumentato rischio di recidiva di epatite C con necroinfiammazione severa (OR 11.6,
95%IC 2.5-54.4; p=0.002) a 12 mesi dal trapianto. L’inclusione di questa variabile
nell’analisi multivariata dopo correzione per i livelli totali di IgG ha confermato il ruolo
della persistenza della reattivita anti-CYP2E1 come fattore di rischio indipendente per lo
sviluppo di recidiva epatitica con necroinfiammazione severa (Tabella 3, modello
multivariata 2). Inoltre, il confronto di Nagelkerke’'s R-square dei valori delle due analisi
multivariate ha dimostrato che la persistenza di reattivita 1IgG anti-CYP2E1 era un
migliore predittore della severita della recidiva di epatite C rispetto alla presenza della
reattivita anti-CYP2E1 pre-trapianto (0.56 vs 0.43) (Tabella 3).

L’analisi di Kaplan-Meier ha rivelato che la probabilita di sviluppo di recidiva epatitica
con necroinfiammazione severa nel corso del follow-up era significativamente superiore
(Log Rank test p=0.005, HR non corretto 3.4; 95% IC 1.4-8.5; p=0.008) nei pazienti con
persistente reattivita anti-CYP2E1 (Figura 7). Non vi erano invece differenze
considerando la reattivita anti-CYP2E1 pre-trapianto. | fattori di rischio indipendenti
associati allo sviluppo di severa necroinflammazione sono stati inclusi nell’analisi di
Cox, che ha confermato che I'eta del donatore >50 anni (HR corretto 3.1; 95% IC 1.1-
8.4; p=0.028), la storia di rigetto acuto (HR corretto 2.9; 95% CI 1.1-7.6; p=0.026) e la
persistenza di anticorpi anti-CYP2E1 (HR corretto 3.5; 95%CIl 1.3-8.9; p=0.01)
aumentavano significativamente il rischio di sviluppo di recidiva epatica post-trapianto

con necroinfiammazione severa.

Sono stati analizzati anche i fattori di rischio per lo sviluppo di fibrosi severa (staging 24)
ad un anno dal trapianto: la presenza persistente di anticorpi anti-CYP2E1 al trapianto e
dopo 12 mesi é risultata significativamente associata allo staging solo all’analisi
univariata (p=0.034); all’analisi multivariata I'unico fattore di rischio indipendente e
risultato il grading istologico (p=0.01; OR 29; 95% IC 2.9-294) (Tabella 4).
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DISCUSSIONE

La severita del danno epatico dopo trapianto di fegato nei pazienti con recidiva di
epatite C pud essere molto variabile e innumerevoli fattori possono contribuire alla
evoluzione della recidiva di epatite C (44;47;52;53;57;70;118). Tra questi, il nostro
studio ha indagato il ruolo dello stress ossidativo e della presenza di reazioni

autoimmuni anti-citocromo 2E1.

La stretta associazione tra stress ossidativo ed infezione cronica da HCV e il suo
contributo nella progressione del danno epatico sono stati ben dimostrati. Nel setting
del trapianto € stato riportato che lo stress ossidativo € aumentato indipendentemente
da eventi quali rigetto, ricorrenza dell’epatopatia o insufficienza del graft (81). Nella
nostra serie di pazienti con recidiva di epatite C la presenza di positivita anticorpale
specifica per I'addotto albumina-malonildialdeide € risultata associata a malattia piu
severa in termini di fibrosi ad un anno dal trapianto. Tuttavia, all’analisi multivariata la
necroinflammazione severa é risultata essere I'unico predittore indipendente di fibrosi
nella recidiva di epatite C, in accordo con osservazioni precedenti che documentavano
la forte associazione tra necroinflammazione e progressione della fibrosi nei pazienti
con recidiva di epatite C (57;72-75;119).

L’epatite cronica C é spesso associata a manifestazioni di autoimmunita sia epatica che
extraepatica (98). Sebbene lo sviluppo di epatite autoimmune de novo nei riceventi di
trapianto di fegato sia ben documentata (82;93;120), esistono pochi dati in merito al
ruolo delle reazioni autoimmuni nella progressione della recidiva di epatite C. Due studi
recenti hanno riportato che un sottogruppo di pazienti con recidiva di epatite C e
istologia epatica caratterizzata dalla presenza di infiltrati ricchi in plasmacellule,
suggestivi di reazioni autoimmuni, avevano un’evoluzione piu aggressiva dell’epatite

associata ad outcome negativo (54;55).

Il citocromo P450 2E1 é una delle isoforme dei citocromi piu conservate e pertanto
rappresenta un’antigene non polimorfico specie-specifico espresso sia nel fegato del
ricevente che del donatore. Vi sono sempre maggiori evidenze che numerosi isoenzimi

dei citocromi, incluso il citocromo P450 2E1, sono trasportati attraverso le vescicole
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secretorie dal reticolo endoplasmico alla membrana plasmatica degli epatociti, dove
sono espressi sul versante extracellulare (110;121-123). Il nostro gruppo ha
precedentemente dimostrato che gli anticorpi anti-CYP2E1 associati all’epatite cronica
C si legano agli epitopi di CYP2E1 espressi sul versante extracellulare della membrana
epatocitaria (83), in analogia con quanto documentato nei pazienti con epatite da
alotano in cui gli autoanticorpi anti-CYP2E1 riconoscono il CYP2E1 sulla membrana
plasmatica (121). Pertanto, gli autoanticorpi anti-CYP2E1 potrebbero contribuire al
danno epatico attivando la citotossicita anticorpo-dipendente. Tuttavia, potrebbe essere
coinvolta anche la risposta immune mediata dai linfociti T contro il CYP2EA1,
analogamente a quanto documentato nell’epatite autoimmune di tipo 2 caratterizzata
dalla presenza degli anticorpi LKM-1 e dalla presenza di linfociti T autoreattivi contro il
CYP2D6 (124;125).

Il nostro studio ha dimostrato che gli autoanticorpi IgG anti-CYP2E1 circolanti sono
presenti nel 41% dei pazienti con malattia epatica terminale da infezione da HCV che
vengono sottoposti a trapianto di fegato. Tale prevalenza € molto simile a quella
precedentemente documentata in un gruppo non selezionato di pazienti con epatite
cronica C (83). Un anno dopo il trapianto di fegato i pazienti con reattivita anti-CYP2E1
pre-trapianto elevata hanno presentato un’aumentata prevalenza di recidiva di epatite C
con necroinflammazione severa (grading 29). Inoltre, la presenza di reattivita anti-
CYP2E1 pre-trapianto, insieme all’eta del donatore superiore a 50 anni e la storia di
rigetto acuto, é risultata essere un fattore di rischio per lo sviluppo di recidiva epatitica
con necroinflammazione severa nei nostri pazienti. Nonostante la casistica inclusa nello
studio sia relativamente piccola, tuttavia i nostri dati sono in accordo con studi
precedenti condotti su piu numerose coorti di pazienti trapiantati che hanno dimostrato
I'associazione indipendente tra severita della recidiva epatitica C e sia I'’eta del donatore
che la storia di rigetto acuto (50;57;75;126;127). Tra i pazienti inclusi in questo studio, il
26% ha mantenuto la reattivita anti-CYP2E1 al disopra del limite di controllo ad un anno
di follow-up dal trapianto. La persistenza della autoreattivita anti-CYP2E1 prima e dopo
il trapianto é risultata essere un migliore predittore di severita della recidiva epatitica
rispetto alla presenza della reattivita 1IgG anti-CYP2E1 pre-trapianto. Inoltre, I'analisi di
Kaplan- Meier ha dimostrato che la probabilita di sviluppo di recidiva epatitica con
necroinfiammazione severa nel corso del follow-up post-trapianto sia significativamente

superiore nei pazienti con reattivita IgG anti-CYP2E1 persistente prima e dopo |l
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trapianto. Nei nostri pazienti, la presenza di risposta autoimmune contro il CYP2E1 non
e risultata associata al riscontro istologico di infiltrati ricchi in plasmacellule simili a quelli
evidenziabili in corso di epatite autoimmune. In una quota significativa di pazienti con
persistenza della reattivita anti-CYP2E1 prima e dopo il trapianto era presente, invece,
necrosi confluente coinvolgente la maggior parte delle aree centrali, caratteristica
suggestiva di reazioni autoimmuni o rigetto (115). Tale aspetto suggerisce la possibilita
che in un sottogruppo di pazienti trapiantati HCV-infetti la perdita della tolleranza nei
confronti del CYP2E1 induca risposte immuni mediate dai linfociti T contro gli epatociti
ricchi in CYP2E1 nelle aree centrolobulari, mimando il danno epatico da rigetto e
contribuendo cosi all’evoluzione della recidiva di epatite C.

La persistenza della reattivita anti-CYP2E1 é risultata associata anche ad un aumentato
rischio di fibrosi severa (staging 24) a 12 mesi di follow-up dal trapianto. Tuttavia,
all’analisi multivariata la necroinflammazione severa ¢ risultata essere 'unico predittore
indipendente di fibrosi nella recidiva di epatite C, in accordo con osservazioni
precedenti che documentavano la forte associazione tra necroinflammazione e

progressione della fibrosi in tale ambito (57;72-75;119)

Gli anticorpi anti-CYP2E1 sono stati riscontrati per la prima volta in associazione con
I'epatite indotta da alotano (128), ma sono stati rilevati anche in pazienti con danno
epatico da idrofluoroclorocarboni refrigeranti (129) o con epatite idiosincrasica indotta
da anestetici (130). Inoltre, gli stessi autoanticorpi sono presenti in circa il 35-40% dei
pazienti con epatopatia alcolica avanzata (113). Attualmente, i meccanismi responsabili
dello sviluppo di reattivita anti-CYP2E1 nell’epatite cronica C non sono noti. Lytton e
collaboratori hanno riportato precedentemente che gli autoanticorpi anti-citocromi sono
significativamente aumentati nei bambini trapiantati in terapia immunosoppressiva e in
alcuni casi sono associati a tossicita da farmaci e rigetto d’'organo (94). Nella nostra
serie di pazienti, la reattivita anti-CYP2E1 é risultata presente gia prima del trapianto nel
41% dei casi e pertanto non influenzata dai farmaci immunosoppressori. Ugualmente, il
consumo di alcol post-trapianto non € risultato associato alla persistenza della reattivita
anti-CYP2E1. Quest'ultima osservazione potrebbe sembrare in contrasto con la nozione
che I'etanolo aumenta I'espressione di CYP2E1 negli epatociti e che gli anticorpi anti-
CYP2E1 sono riscontrabili in un gruppo di pazienti con epatopatia alcolica (113).
Tuttavia, la mancata associazione degli autoanticorpi anti-CYP2E1 con il consumo di
alcol é stata precedentemente documentata nel nostro precedente studio condotto in
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un’ampia coorte di pazienti con epatite cronica C con differente consumo alcolico (83).
Numerosi studi hanno identificato strette omologie di sequenza e cross-reattivita tra
epitopi B cellulari sul CYP2D6 riconosciuti dai sieri dei pazienti con epatite cronica C
LKM-1 positivi e proteine di HCV, cytomegalovirus e herpes virus-1 (101;131-133),
suggerendo come il mimetismo molecolare con gli antigeni virali potrebbe essere
responsabile dello sviluppo della reattivita anti-CYP2D6. Anche se gli autoanticorpi anti-
CYP2E1 non cross-reagiscono con il CYP2D6 (83), 'omologia di sequenza tra i due
citocromi suggerisce l'ipotesi che il mimetismo molecolare potrebbe promuovere anche

la reattivita anti-CYP2E1 nei pazienti con infezione cronica da HCV.

In conclusione, il nostro studio ha dimostrato che la presenza di auto-reattivita anti-
CYP2E1 nei pazienti trapiantati di fegato con recidiva di epatite C € un predittore di
severita della necroinfiammazione, che a sua volta € associata con la progressione
della fibrosi. Questi dati supportano le piu recenti osservazioni che evidenziano come le
risposte autoimmuni innescate dall’infezione da HCV potrebbero essere considerate tra
i fattori che peggiorano I'evoluzione della recidiva di epatite C (54;55). Studi ulteriori su
piu ampie casistiche sono necessari per confermare se la persistenza di autoanticorpi
anti-CYP2E1 e/o la presenza di tali anticorpi al trapianto possano essere utilizzati come

predittori per l'identificazione di pazienti a rischio di malattia severa.
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TABELLE E FIGURE

Tabella 1. Caratteristiche cliniche e demografiche dei 46 pazienti con recidiva di epatite

C sottoposti a biopsia epatica al 12° mese post-trapianto.

CARATTERISTICHE

Maschi, No. 37 (80%)
Eta al trapianto, anni * 55 (47-58)
Eta al momento dello studio, anni * 56 (48-59)

Body mass index, Kg/m? *

24.8 (22.9-27.3)

Consumo di alcol, No. 14 (30%)
HCV genotipo 1, No. 34 (74%)
ANA 21:160, No. 9 (20%)
Anti-LKM1, No. 2 (4%)
ALT, UI/lL* 50 (27-129)
AST, UI/lL* 50 (27-97)
v-GT, UI/L * 55 (26-145)
IgG, g/dL * 1.2 (1.0-1.6)
Terapia immunosoppressiva:

Ciclosporina A, No. 23 (50%)
Tacrolimus, No. 23 (50%)
Micofenolato mofetil, No. 18 (40%)

* | valori sono espressi come mediana (range interquartile).
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Tabella 2. Caratteristiche cliniche e demografiche dei 12 pazienti con recidiva di epatite
C e reattivita anti-CYP2E1 persistente a confronto con le caratteristiche cliniche e

demografiche dei 34 pazienti con recidiva di epatite C senza reattivita anti-CYP2E1

persistente.
Persistenza di No persistenza di
FEATURES anti-CYP2E1 IgG anti-CYP2E1 IgG P
(No.=12) (No.=34)
Maschi, No. 11 (92%) 26 (77%) 0417
Eta al trapianto, anni * 55 (45-60) 54 (47-58) 0.98 §
Eta al momento dello studio, anni * 56 (46-61) 56 (48-59) 0.89 §
Body mass index, Kg/m? * 24.7 (22.8-27.1)  24.8 (22.9-27.5) 0.88 §
Consumo di alcol, No. 2 (17%) 12 (35%) 0.29 47
HCV genotipo 1, No. 9 (75%) 25 (73%) 1.0
ANA 21:160, No. 4 (33%) 5 (15%) 0.21 7
Anti-LKM1, No. 0 2 (6%) -
ALT, UI/L* 143 (67-225) 40 (25-66) 0.002 §
AST, UI/lL* 112 (62-171) 36 (26-72) 0.001 §
v-GT, UI/L * 92 (562-177) 42 (25-110) 0.10 §
IgG, g/dL * 1.6 (1.4-1.9) 1.1 (0.9-1.5) 0.001 §
Grading istologico (Ishak score)* 10 (8—-11) 6 (3-8) 0.001 §
Staging istologico (Ishak score)* 3 (2-4) 1(1-2) 0.006 §
Terapia immunosoppressiva:
Ciclosporina A, No. 8 (67%) 15 (44%) 0.317
Tacrolimus, No. 4 (33%) 19 (56%) 0.31 7
Micofenolato mofetil, No. 4 (33%) 14 (41%) 0.74 »

* | valori sono espressi come mediana (range interquartile).

A Fisher’s Exact test
§ Mann-Whitney U-test
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Tabella 4. Analisi univariata e multivariata dei fattori di rischio associati alla presenza di

recidiva epatitica con fibrosi severa (staging 24) alla biopsia epatica al 12° mese post-

trapianto nei 46 pazienti.

PREDITTORE UNIVARIATA MULTIVARIATA
P O.R. (IC95%) o] O.R. (IC95%)
Eta del ricevente 0.406 1.0 (0.9-1.2)
Sesso del ricevente 0.823 0.8 (0.1-4.8)
HCV genotipo 1 0.583 0.6 (0.1-3.1)
HCV carica virale (>800000 1U/mL) 0.616 1.0 (1.0-1.0)
Eta del donatore (>50 anni) 0.273 2.4 (0.5-10.9)
Sesso del donatore 0.242 2.8 (0.5-16.1)
Mismatch sesso donatore-ricevente 0.453 0.5 (0.1-2.9)
Immunosuppressive therapy (CyA vs
FKE00) PP by (Cy 0.711 | 0.8(0.2-3.3)
Boli di steroide 0.769 0.8 (0.1-4.4)
Storia di rigetto acuto 0.707 1.4 (0.2-6.5)
Consumo di alcol 0.553 0.6 (0.1-3.3)
Reattivita IgG anti-CYP2E1 persistente ¥ | 0.034 54(1.1-25.3) | 0.438 | 2.1(0.3-13.4)
Grading istologico (Ishak score)® 0.001 | 38.6 (4.2-356.5) | 0.004 | 29.2 (2.9-294.5)

% di predizione corretta

81%

Nagelkerke’s R-square

0.504

§ Questi predittori sono stati inclusi nell’analisi multivariata.
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Figura 1: Campione di biopsia epatica che dimostra la presenza di epatite minima

(grading 3, staging 1 secondo Ishak). Colorazione ematossilina-eosina
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Figura 2: Campione di biopsia epatica che dimostra la presenza di epatite severa con
necrosi centrolobulare e setti fibrosi (grading 10, staging 4 secondo Ishak). Colorazione

ematossilina-eosina e tricromica di Masson.
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Figura 3: Reattivita IgG anti addotti albumina-MDA in 46 pazienti sottoposti a trapianto
di fegato per malattia epatica terminale da infezione cronica da HCV. | sieri dei pazienti
sono stati raccolti immediatamente prima del trapianto e al 12° mese post-trapianto. |
risultati sono espressi in unita di densita ottica (0.d.) a 495 nm dopo aver sottratto la
reattivita di base (background) dei sieri. La linea orizzontale rappresenta la media dei
livelli di 1IgG anti addotti albumina-MDA in unita di densita ottica a 495 nm prima e dopo
il trapianto. | cerchi neri rappresentano | pazienti con reattivita IgG anti-CYP2E1

persistente prima e dopo il trapianto.
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Anti-CYP2E1 IgG (0.d. 490 nm}

Figura 4: (Pannello di sinistra) Reattivita IgG anti citocromo P450 2E1 ricombinante
umano in 46 pazienti sottoposti a trapianto di fegato per malattia epatica terminale da
infezione cronica da HCV. | sieri dei pazienti sono stati raccolti immediatamente prima
del trapianto e al 12° mese post-trapianto. | risultati sono espressi in unita di densita
ottica (0.d.) a 495 nm dopo aver sottratto la reattivita di base (background) dei sieri. La
linea orizzontale tratteggiata rappresenta il limite di reattivita IgG anti-CYP2E1 calcolata
al 97.5° percentile in un gruppo di 60 soggetti sani provenienti dalla stessa area
geografica. | cerchi neri rappresentano i pazienti con reattivita IgG anti-CYP2E1
persistente prima e dopo il trapianto.

(Pannello di destra) Riconoscimento degli epitopi conformazionali di CYP2E1 da
parte degli autoanticorpi anti-CYP2E1. | blots dimostrano la capacita degli autoanticorpi
IgG di riconoscere il CYP2E1 negli esperimenti di western blot (WB) e
immunoprecipitazione (IP) in 7 pazienti con reattivita anti-CYP2E1 pre-trapianto al di
sopra del limite di controllo scelti a caso. Le colonne rappresentano il livello individuale
di reattivita anti-CYP2E1 in ELISA.
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GRADING [STOLOGICO

Figura 5: Grading necroinflammatorio (pannello di sinistra) e staging di fibrosi
(pannello di destra) valutati secondo lo score di Ishak nelle biopsie epatiche eseguite
al 12° mese post-trapianto in pazienti con recidiva di epatite C e reattivita 1gG anti-
CYP2E1 al disopra del limite di controllo (cerchi neri; n=19) o nell’lambito del range di

controllo (cerchi vuoti; n=27). Le linee orizzontali rappresentano le mediane.
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GRADING [STOLOGICD

Figura 6: Grading necroinflammatorio (pannello di sinistra) e staging di fibrosi
(pannello di destra) valutati secondo lo score di Ishak nelle biopsie epatiche eseguite
al 12° mese post-trapianto in pazienti con recidiva di epatite C e reattivita 1gG anti-
CYP2E1 prima e dopo il trapianto persistentemente al disopra del limite di controllo
(cerchi neri; n=12) o persistentemente nell’ambito del range di controllo o solo pre- o
solo post-trapianto al disopra del limite di controllo (cerchi vuoti; n=34). Le linee

orizzontali rappresentano le mediane.
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Figura 7: Curva di Kaplan-Meier della probabilita di sviluppo di necroinflammazione
severa (grading 29) nel corso del follow-up fino a 72 mesi nei pazienti con recidiva di
epatite C: confronto tra i pazienti con reattivita 1gG anti-CYP2E1 persistente prima e
dopo il trapianto (linea continua; n=12) e i pazienti con reattivita IgG anti-CYP2E1
persistentemente nell’ambito del range di controllo o solo pre- o solo post-trapianto al
disopra del limite di controllo (linea tratteggiata; n=34). Le linee verticali indicano i

pazienti censurati. Mantel-Cox log rank p=0.005.
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