GIUSEPPE AMADORTI (*)

L’ANEMIA DEL TRAPIANTATO DI FEGATO:
RISULTATT PRELIMINARI DI UNO STUDIO
CLINICO-SPERIMENTALE

AsstrACT - AMADORI G., 2003 - Orthotopic Liver Transplantation and Anemia:
preliminary report of a clinical experimental study.

Atti Acc. Rov. Agiati, a. 253, 2003, ser. VIII, vol. II1, B: 5-34.

Anemia and peripheric cytopenia with dysplasic abnormalities are not rare
complications in patients with orthotopic liver transplantation (OLT). Little interest
is yet devoted to those abnormalities. In this paper we evaluate 7 patients with OLT
and anemia under chronic therapy with Ciclosporin A in comparison with two normal
subjects and two patients with primitive myelodysplastic syndrome. Whe evaluate the
bone marrow’s cellularity and cytologic morphology (particularly in respect to
dysplastic abnormalities), the immunophenotype of bone-marrow and peripheral cells,
the bone.marrow cell’s cultures in standard medium and in medium with increasing
concentrations of Cyclosporin A. In patients with OLT lighter dysplastic abnormalities
in respect to patients with primary myelodysplasia are observed. In the same patients
the immunophenotype shows important reductions of CD4+ lymphocytes and CD4+/
CD8+ ratio variably inverted. The bone marrow cell’s growth in culture regardly to
the BFU-E and CFU-GM shows reduction of the first in normal subjects and in patients
with OLT and low bone marrow cellularity, whereas in patients with OLT and with
normal bone marrow cellularity the growth is higher. The cases with good growth of
erythroid colonies have lower CD4+/CD8+ ratio. The growth of CFU-GM is
approximately normal. These results let us suppose as possible causes of cytopenia
and dysplastic abnormalities in patients with OLT either a different grade of
immunosuppression induced by Cyclosporn A, in particular of CD4+/CD8+ ratio, or
subclinical viral infection, probably due to herpetic viruses or to Parvovirus B19.

Key worps - Orthotopic Liver Transplantation, Myelodysplastic Syndromes, Ane-
mia, Immunophenotype, Bone-Marrow’s Cell Culture.

Riassunto - AMaport G., 2003 - I.’anemia del trapiantato di fegato: risultati pre-
liminari di uno studio clinico-sperimentale.

(*) Professore Associato di Ematologia dell’Universita di Padova.



6 Atti Acc. Rov. Agiati, a. 253, 2003, ser. VIII, vol. 111, B

I.’anemia e la citopenia periferica, complicanze non rare del trapianto di fegato e
di cuore, hanno ottenuto finora poca attenzione. In questo lavoro sono stati studiati 7
pazienti portatori di trapianto ortotopico di fegato (OLT) e di anemia, in terapia cro-
nica con Ciclosporina A, paragonandoli a due normali e due mielodisplastici primiti-
vi. E stata valutata la cellularita e la morfologia cellulare midollare, I'immunofenotipo
periferico e midollare, le culture midollari in terreni di cultura standard, e in presenza
di varie concentrazioni di Ciclosporina A. Nei portatori di trapianto sono state notate
anomalie dispalstiche pitt lievi rispetto a quelle delle mielodisplasie primitive.
L’ immunofenotipo mostra chiara riduzione dei linfociti CD4+ nei trapiantati con rap-
porto CD4+/CD8+ variamente invertito. La crescita in cultura delle cellule midollari
per quanto riguarda BFU-E e CFU-GM ha dato riduzione delle prime nei normali e
nei pazienti con cellularita midollare scarsa, mentre nei trapiantati con midollo nor-
male la crescita & aumentata. Nei casi con buon sviluppo di colonie eritroidi & presen-
te rapporto CD4+/CD8+ pit basso. La crescita di CFU-GM non si discosta molto dal
normale. Questi risultati lasciano intravedere come possibili cause sia un diverso gra-
do di immunodepressione esercitato dal farmaco, in particolare sul rapporto CD4+/
CD8+, che possibili infezioni virali subcliniche, particolarmente da virus erpetici o da
Parvovirus B19.

PAROLE cHIAVE - Trapianto di fegato, Mielodisplasie, Anemia, Immunofenotipo,
Culture midollari in vitro.

Alcune delle procedure terapeutiche mediche e chirurgiche svilup-
pate in tempi recenti, pur conseguendo risultati eccezionalmente vali-
di, a volte spettacolari, sono talvolta seguite da conseguenze negative
importanti, tanto che si & piti volte parlato, forse con esagerato pessimi-
smo, di «Vittorie di Pirro» (Pyrric victory, meglio interpretabile come
«Vittoria su Pirro»).

Tra queste & da annoverare innanzitutto il trapianto d’organo, che
rappresenta spesso il rimedio definitivo di insufficienze gravi, altrimen-
ti non rimediabili, di funzioni vitali irrimediabilmente lese. L’affina-
mento delle tecniche chirurgiche, della tecnologia della conservazione
d’organo e, soprattutto, la disponibilita di efficaci farmaci immunosop-
pressori che bloccano la reazione di rigetto, mediato principalmente
dai linfociti T, hanno reso possibile il successo del trapianto di rene,
cuore, fegato, polmone, pancreas ed intestino. L’efficace immunosop-
pressione si ottiene principalmente con la Ciclosporina A, il Tracrolimus
(o FK506), la Rapamicina e I'immunoglobulina anti CD3 (cioé un
anticorpo diretto contro i linfociti T), il cui uso prolungato si associa
pero a effetti collaterali anche seri, quali 'aumentata incidenza di tossicita
specifiche, di infezioni, e di tumori, in questo caso per abolizione del
controllo immunologico sulla crescita delle neoplasie (WIESNER e coll.).

Una manifestazione non rara dopo trapianti omologhi ¢ la citopenia
ematologia che si manifesta in oltre il 10% dei casi dopo trapianto di
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fegato e di cuore (MIsRrA e coll.). I casi pit gravi, vere e proprie anemie
aplastiche, insorgono poco dopo I'intervento e sono spesso fatali, quando
non sia possibile il trapianto di midollo (PERKINS e coll.). Le forme pit
lievi, come quelle descritte nel presente lavoro, compaiono dopo alcu-
ne settimane o anche mesi e si caratterizzano per riduzione di eritrociti,
granulociti e plastrine, piu spesso associate, talora singole, alle quali
corrispondono alterazioni morfologiche midollari e periferiche del tut-
to simili alla mielodisplasia primitiva (MDS) (!). In questi casi non sono
presenti né la monoclonalita, né le alterazioni genetiche, né ’'aumento
midollare e periferico delle cellule blastiche, né quelle anomalie biochi-
mico- funzionali delle mielodisplasie vere. Se tali alterazioni fossero ri-
conosciute come sindromi mielodisplastiche vere, presenterebbero una
prognosi sfavorevole, evolvendo queste nel 15-20% dei casi in leuce-
mie acute.

Nell’ambito dei controlli seriati dei pazienti trapiantati di fegato
presso il Policlinico dell’Universita di Padova, dal 1995 al 2000 si sono
avuti una trentina di casi di citopenia ematologia evidente.

Si trattava di pazienti principalmente anemizzati, o con alterazioni
quantitative contemporanee delle altre filiere, senza che vi fosse una
evidente causa di cio (perdita ematica, anamnesi positiva per malattie
ematologiche, neoplasie, alterazioni iatrogene), ove si eccettui un pos-
sibile ruolo della Ciclosporina A. Tutti sono stati sottoposti ad accurata
valutazione morfologica periferica e midollare che ha consentito di ap-
prezzare sempre note simil-displastiche chiare con midollo per lo pit
normo-ipercellulare e solo in alcuni ipocellularita.

Non sono invece state osservate evoluzioni in senso leucemico come
si verifica nelle comuni mielodisplasie idiopatiche o secondarie a ra-
dio/chemioterapia antiblastica.

La causa delle condizioni simil-mielodisplastiche che compare dopo
trapianto non ¢ nota. Esigue sono le segnalazioni in letteratura e gli
studi sulle caratteristiche funzionali delle cellule ematiche staminali e
mature, nonché sulla biologia molecolare, che prendono in considera-
zione il trapianto ortotopico di fegato (OLT= orthotopic liver trans-
plantation).

() Per «Sindromi Mielodisplastiche» si intendono condizioni ematologiche ca-
ratterizzate da anomalie morfologiche cellulari discrete interessanti una o pit filiere
(precursori di globuli rossi, bianchi o piastrine), anemia, leucopenia e pistrinopenia
presenti singolarmente o in associazione. Sono alterazioni clonali con possibilita di
svariate anomalie cromosomiche acquisite, che possono evolvere in leucemia acuta.
Pertanto sono oggi ritenute neoplasie fino dall’inizio.
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Si possono avanzare delle ipotesi, tutte da verificare. La prima ri-
guarda la possibile responsabilita della Ciclosporina A attraverso ’azione
sui linfociti T. E noto che numerosi fattori di crescita emopoietica sono
prodotti da queste cellule e pertanto la loro riduzione, numerica o fun-
zionale, potrebbe accompagnarsi a minore produzione midollare. Que-
sto meccanismo potrebbe stare alla base dei casi con midollo ipocel-
lulare, ma non spiegherebbe gli aspetti displastici, né la normalita dei
valori ematologici della maggioranza dei pazienti, che segue la stessa
terapia. La fig. 1 illustra il meccanismo di azione di Ciclosporina A e
Tacrolimus (JORGENSEN e coll.).

La seconda suppone un’azione tossica midollare da parte di agenti
infettivi, in particolare dei virus Parvovirus B19 (implicato recentemente
come fattore causale di epatiti fulminanti (E1s-HUBINGER), il virus del-
I'epatite B (HBV), dell’epatite C (HCV), quello di Epstein-Barr e Cyto-
megalovirus, il virus erpetico 6 (HHV6, DrROBYSKI e coll.), o altri scono-
sciuti (CAINELLI e VENTO). Il primo possiede tossicita diretta su cellule

* STIMOLO
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gene per IL-2

LINFOCITAT

Fig. 1. Meccanismo di azione della Ciclosporina A e del Tacrolimus (FK506). Entrata
nel citoplasma, la Ciclosporina A (CsA) si complessa con una proteina, la Ciclofillina
(CpN). Nel citoplasma si trova il fattore di trascrizione NF-ATc in forma fosforilata,
che in condizioni normali, in seguito a stimoli diversi, viene defosforilato dalla
Calcineurina (CaN) ed in questa forma passa nel nucleo, dove promuove la trascrizione
di Interleuchina 2 e I'attivazione dei linfociti T. Il complesso CsA-CpN blocca I’enzima
Calcineurina (CalN) e pertanto anche la sintesi dell’Interleuchina 2, frenando efficace-
mente le funzioni dei linfociti T, tra le quali il rigetto di organi trapiantati. Simile &
l'azione del Tacrolimus, che blocca egualmente la Calcineurina.
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staminali emopoietiche ed ¢ causa della nota citopenia transitoria che
compare successivamente all’esantema da esso provocato (V° malattia).
Si suppone che in soggetti trapiantati ed immunodepressi siano possibili
infezioni e reinfezioni con decorso subclinico prolungato ed effetti
ematologici in parte imprevedibili, da verificare. Per quanto riguarda
I'HCV ed altri possibili virus ancora non identificati, causa di insufficien-
za epatica acuta, essi risultano responsabili di una parte delle anemie
aplastiche e molto probabilmente sono in rapporto con 'insorgenza di
linfomi non-Hodgkin B a basso grado di malignita, soprattutto con quel-
li che si accompagnano a crioglobulinemia (MCLAUGHLIN e coll.). La sua
presenza ¢ stata dimostrata anche in blasti di cellule di leucemia acuta.
In questo studio ¢ stato focalizzato I'interesse su alcuni pazienti sot-
toposti a trapianto ortotopico di fegato in terapia cronica con Ciclospo-
rina A, giunti alla nostra osservazione con citopenia di varia rilevanza,
strettamente in numero successivo. La materia ¢ nuova e particolar-
mente complessa per cui il protocollo di studio & sicuramente perfettibile
ed incompleto, ed i risultati presentati hanno valore di dati preliminari.

OBIETTIVI

Nel Centro Trapianti di Fegato dell’Universita di Padova a partire
dal 1990 sono stati eseguiti oltre 300 trapianti. Le indicazioni compren-
dono cirrosi post-epatite B e/o C con virus in fase non replicativa, epatiti
fulminanti, cirrosi biliare primitiva, colangite sclerosante, sindrome di
Budd Chiari, cirrosi alcoliche, epatocarcinoma. Nel follow-up post-
operatorio di questi pazienti spesso si sono avuti problemi di tipo ane-
mia e/citopenie delle altre filiere che hanno richiesto valutazioni emato-
logiche appropriate.

Da tali valutazioni ¢ emerso che una discreta percentuale dei pa-
zienti presentava, dopo le opportune indagini cliniche, ematochimiche
e bioetiche, degli aspetti morfologici chiaramente displastici con mi-
dollo per lo pitt ipercellulare e molto pit raramente ipocellulare.

L’obiettivo di questo studio consiste nel chiarire:

— il tipo e 'entita delle alterazioni morfologiche di tipo mielodispla-
stico utilizzando i criteri del French-American-British Cooperative
Group (FAB), a livello periferico e midollare (KOUIDES e BENNETT);

— lo squilibrio quantitativo e qualitativo delle cellule midollari pitt
immature attraverso la valutazione dell'immunofenotipo di mem-
brana in citofluorometria;

— illivello maturativo in cui si manifesta il difetto della crescita e diffe-



10 Atti Acc. Rov. Agiati, a. 253, 2003, ser. VIII, vol. 111, B

renziazione emopoietica attraverso lo studio di culture di cellule
emopoietiche staminali in vitro;

— il possibile ruolo eziologico della terapia immunosoppressiva con
Ciclosporina A e se le alterazioni midollari siano in qualche modo
reversibili con la riduzione dei dosaggi o con la sospensione del
farmaco (quest’ultima ipotesi verificabile in vitro).

Le implicazioni della nostra ricerca sono:

— la creazione di un protocollo di valutazione pre e post-OLT che
permetta di identificare pazienti a rischio per lo sviluppo di altera-
zioni simil-mielodisplastiche o altre patologie ematologiche;

— linfluenza di questa patologia ematologica nella prognosi guoad
vitam e quoad valetudinem del paziente trapiantato.

DISEGNO SPERIMENTALE

Consiste nella valutazione dell’efficienza dell’emopoiesi in vitro in
questi pazienti in terapia a base di Ciclosporina A, identificati in base a
criteri riportati dettagliatamente nel paragrafo Materiale e Metodi.

I pazienti individuati sono stati sottoposti a biopsia e aspirato osteo-
midollare. Il frustolo della biopsia, fissato e colorato, ¢ stato successiva-
mente esaminato al microscopio ottico; per la ricerca delle alterazioni
displastiche sono stati utilizzati i criteri FAB.

Il materiale ottenuto dall’aspirato osteomidollare & stato impiegato:
—  per lo studio morfologico al microscopio ottico;

—  per I'individuazione in citofluorometria di marcatori cellulari della
cellula staminale e di cellule destinate allo sviluppo eritroide utiliz-
zando anche doppie marcature (CD34+/CD38+, CD34+/CD71+,
CD34+/Glcoforina A+) (3);

— per I'analisi della crescita midollare in vitro utilizzando terreni di
cultura semisolidi, che consentono di riconoscere con facilita il vi-
stoso difetto di crescita proprio delle mielodisplasie vere.

Il midollo ottenuto da ciascun paziente e da controlli & stato posto,
in triplice, in terreno di cultura a base di metilcellulosa contenente i
fattori crescita necessari per la maturazione della linea eritroide e mie-

loide (siero bovino fetale, eritropoietina, IL-3, SCF, GM-CSF (%)), se-

(?) CD = Cluster di differenziazione. Cosi, e con un numero che indica la specifi-
cita, vengono indicati gli anticorpi monoclonali.

() IL-3 = Interleuchina 3, fattore di crescita ad ampio spettro; SCF = Stem Cell
Factor, fattore di crescita per cellule staminali; GM-CSF = fattore stimolante colonie
granulocitarie e monocitarie.
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minando 10° cellule mononucleate (MNC) per piatto di cultura. Per

valutare I'effetto della Ciclosporina A sullo sviluppo e maturazione del-

le cellule midollari, a piatti di cultura contenenti MNC derivate dal
midollo dello stesso paziente seminati in terreni identici ai precedenti

sono state aggiunte diluizioni seriate di questo farmaco (50, 300, 1000

ng/ml).

E stato quindi esaminato e quantificato lo sviluppo di BFU-E (Burst
Forming Unit Erythroid, colonie rosse) e CFU-GM (Colony Forming
Unit Granulocytyc and Monocytic) in assenza ed in presenza di dosaggi
crescenti di Ciclosporina A nei controlli sani, nei soggetti con MDS
primitiva e nei pazienti con alterazioni ematologiche sviluppatesi nel
post-OLT.

Dall’analisi delle osservazioni si potrebbe stabilire:

— se esiste un rapporto causa/effetto tra Ciclosporina A e difetto
dell’emopoiesi che potrebbe essere riconducibile a tossicita diretta
oppure alla ridotta produzione di fattori di crescita (IL-2, IL-3) di
origine linfocitaria per la nota azione inibente sulla secrezione di
citochine, in particolare IL-2, che modula la produzione di altri
fattori di crescita. In questo caso I’alterazione si potrebbe conside-
rare reversibile;

— se tali alterazioni siano reversibili.

Infine il nostro studio potrebbe contribuire a chiarire quali possa-
no essere le cause delle alterazioni di tipo mielodisplastico o dell’ipo-
plasia che abbiamo osservato dopo OLT, considerando che a nostra
conoscenza non esistono segnalazioni in letteratura di studi sulle carat-
teristiche funzionali delle cellule ematiche staminali.

La citopenia ematologia periferica si manifesta anche dopo trapian-
to di cuore. Anche in questo caso non sono state fino ad ora descritte
alterazioni biochimico-funzionali a carico delle varie filiere ematologiche
ed il loro eventuale rapporto evolutivo con la mielodisplasie. La condi-
zione ¢& stata invece ritenuta favorente I'insorgenza di linfomi (CAFORIO
et al).

Il nostro studio ha pertanto I'obbiettivo di mettere in luce le even-
tuali relazioni tra citopenia post-trapianto, le alterazioni morfologiche
simil-mielodisplastiche riscontrate o comunque i difetti di maturazione
midollare, e I'uso cronico di immunosoppressori come la Ciclosporina
A in pazienti trapiantati di fegato per patologie diverse all’infezione da
virus patitici A, B e C.
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MATERIALI E METODI
Criteri di inclusione

Nell’ambito della popolazione sottoposta ad OLT vivente al mo-
mento dell’indagine, sono stati individuati 1 pazienti in numero succes-
sivo che avevano alterazioni nel sangue periferico delle tre filiere cellulari
ematologiche nei controlli effettuati nei 3-6 mesi precedenti. All’emo-
cromo di routine abbiamo considerato come alterazioni quantitative
persistenti delle tre filiere emopoietiche, valori di emoglobina <11 gr/dl
per i maschi e <10 gr/dl per le femmine, per i leucociti valori <3.000 / A*,
per le piastrine valori £100.000 A’ perduranti da almeno tre mesi. Do-
vevano altresi essere assenti i seguenti

Criteri di esclusione

— Assunzione di terapia immunosoppressiva diversa da Ciclosporina

A e glucocorticoidi;

— trapinatati per carcinoma epatocellulare (per il frequente uso di
chemioterapici antiblastici nel periodo precedente 'OLT);

— trapiantati per epatiti A, B e C;

— trapiantati per epatiti fulminanti, la cui eziologia quasi sempre non
¢ nota;

— presenza di nota e protratta insufficienza renale cronica e di ridotta
produzione di eritropoietina;

— presenza di alterazioni ematologiche riconducibili a:

— perdite ematiche;

— deficit di fattori dell’emopoiesi (ferro, folati e vitamina B12), uso
cronico di antibiotici o antivirali che abbiano come effetto
collaterale noto la mielotossicita;

— emoglobinopatie;

— anemie autoimmuni;

— difetti enzimatici dell’eritrocita;

— alterazioni mielodisplastiche gia presenti prima del trapianto.

Gruppo di studio

Tra i pazienti viventi sottoposti a OLT utilizzando i criteri di inclu-
sione sopra esposti, sono stati individuati 8 pazienti, di cui 7 sono en-
trati nello studio.

Quattro pazienti erano affetti da esotossicosi etilica (ETOH), 2 da
colangite sclerosante primitiva (CSP) e 1 da cirrosi biliare primitiva
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(CBP); 3 erano di sesso maschile e 4 di sesso femminile. Come controlli
sono stati utilizzati 2 soggetti sani e 2 affetti da mielodisplasia primitiva
(anemia refrattaria) (tabella 1).

OLTT OLT2 OLT3 OLT4 OLT5 OLT6é OLT7

Sesso F M M F F M F
Indicazione ETOH ETOH ETOH ETOH CSP CSP CBP

Tab. 1. Indicazioni al trapianto e sesso dei pazienti.

Nella valutazione iniziale 1 soggetti entrati nello studio sono stati
sottoposti ad un prelievo venoso periferico per I'acquisizione dell’emo-
cromo, compresa la conta reticolocitaria, e per ’analisi dei seguenti pa-
rametri sierologici:

VES, dosaggio di Proteina C reattiva, di transferrina, ferritina, apto-
globina, resistenze osmotiche, fibrinogeno, D-dimero, folati, vitamina
B12, eritropoietina; valutazione dell'immunofenotipo di membrana,
profilo biochimico, ricerca dei marcatori dei virus dell’epatite B e C.

Aspirato e biopsia osteomidollare

L’aspirato midollare e la biopsia sono stati ottenuti nella stessa sedu-
ta dalla spina iliaca postero superiore rispettando criteri di sterilita nella
fase di preparazione del paziente e nelle successive fasi operatorie.

Esame istopatologico

Il frustolo & stato incubato in liquido di Zenker per la decalcificazione
e successivamente incluso in paraffina. Sezioni di 3-4 W. sono state co-
lorate con Ematossilina-Eosina, con I'impregnazione argentica per la
valutazione delle fibre reticolari e con le reazioni citochimiche della
cloroacetato esterasi e del blu di Prussia. All’esame microscopico & sta-
ta valutata la cellularita del midollo, il rapporto mielo/eritroide, la di-
stribuzione, il numero e la qualita dei granuli citoplasmatici, la matura-
zione nucleare rispetto a quella citoplasmatica, I'ipo- o I'ipersegmenta-
zione nucleare. I parametri morfologici per la valutazione della displasia
midollare erano anche in questo caso conformi ai criteri stabiliti dal
French-American-British Cooperative Group.

Gli strisci degli aspirati midollari sono stati colorati con May-
Grgnwald-Giemsa ed esaminati rispettando gli stessi criteri sopra indi-
catl.
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Citofluorometria

L’aspirato midollare & stato raccolto in provette di polipropilene
contenenti eparina come anticoagulante. Il materiale & stato successi-
vamente filtrato per rimuovere le particelle ossee. Prima di procedere &
stata valutata la vitalita cellulare utilizzando il test dell’esclusione con il
colorante Tripan Blu (che colora le sole cellule morte) ed i valori di
vitalita superiori all’85% sono stati accettati per lo studio. E stata quin-
di prodotta una sospensione di MNC separate su gradiente di densita
Leucoprep 1077 (Gibco). L’analisi fenotipica ¢ stata eseguita mediante
citofluorometria utilizzando un citofluorimetro (FACS, Becton Dickin-
son). I stata utilizzata la tecnica della immunofluorescenza diretta per
tutti gli anticorpi monoclonali utilizzati. Per ogni marcatura sono stati
utilizzati 100 ul della sospensione di MNC, ottenuta con le modalita
prima descritte, e 20 ul di soluzione di anticorpo. La miscela ¢ stata
fatta incubare per 20’ a +4°.

Gli anticorpi monoclonali usati sono riportati nella tab. 2.

Anticorpo Specificita

CD3 Linfociti T (pan-T)

CD4 Linfociti T helper

CD8 Linfociti T suppressor/citotossici

CD11b Monociti, macrofagi, granulociti (molecola di adesione)
CD13 Monociti, neutrofili

CD14 Monociti, neutrofili

CD15 Granulociti, monociti

CD19 Linfociti B

CD33 Cellule mieloidi (primi stadi differenziativi)

CD34 Cellule staminali emopoietiche

CD36 Piastrine, reticolociti, monociti

CD38 Primi stadi differenziativi mieloidi, plasmacellule, linfociti
CD54 Monociti (molecola di adesione)

CD71 Precursori eritroidi (recettore per transferrina)
HLA-DR (DR)  Antigeni dell’istocompatibilita

GPA Glicoforina (presente su precursori rossi)

Tab. 2. Anticorpi monoclonali usati per la valutazione fluorocitometrica.

Come si puod notare si sono scelti anticorpi con specificita molto
diverse, in modo non sempre mirato, per potere dimostrare anche even-
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tuali anomalie non previste. La marcatura delle cellule con due anticorpi
in contemporanea consente ulteriori precisazioni, come mostrato nella

seguente tab. 3.

Anticorpi Specificita

CD3+/DR+ Linficiti T attivati

CD34+/CD38+ Cellule staminali emopoietiche senza destino differenziativo
CD34+/CD71+ Cellule staminali con destino eritroide

CD34 -/CD71+ Precursori eritroidi pitt maturi

CD36+/GPA+ BFU-E

CD34+/CD71- Cellule staminali senza destino eritroide
CD11b+/CD34+ Cellula staminale con predestinazione mieloide
CD11b-/CD34+ Cellula staminale senza predestinazione mieloide
CD13+/CD34+ Cellula staminale con predestinazione monocitaria
CD13+/CD34- Serie monocitaria

CD33+CD34+ Cellula staminale con predestinazione mieloide
CD33+/CD34 - Cellula mieloide molto immatura

CD33-/CD34+ Cellula staminale senza predestinazione mieloide
CD34+/CD54+ Cellula staminale con predestinazione monocitaria

Tab. 3. Combinazione di anticorpi monoclonali usate per lo studio delle cellule midollari
e loro specificita.

Cultura cellulare su terreno semisolido

Per ogni paziente ¢ stata seguita la seguente procedura: 1 ml di aspi-
rato midollare ¢ stato trasferito rapidamente in una provetta da cultura
tessutale sterile contenente eparina solida dissolta in Iscove’s Medium
(Gibco). Tutte le operazioni successive di manipolazione, conta cellulare
e semina si sono svolte sotto cappa a flusso laminare, in aria sterile.

Un ml. di aspirato ¢ stato diluito in 9 ml di Iscove’s Medium + 2%
di siero bovino fetale; dai 10 ml di quest’ultima sospensione ¢ stato
prelevato un ml di materiale poi diluito in 7 ml di soluzione di Iscove’s
Medium contenente 3% di acido acetico e qualche goccia di Tripan
Blu. Dopo 5’ di incubazione a temperatura ambiente sono stati prele-
vati 10 uLL per la conta e per la valutazione della vitalita cellulare in
camera di Bqrker. E stata quindi prodotta una sospensione di MNC
separate su gradiente di densita Leucoprep 10777; il buffy coat, conte-
nente la frazione di MNC, ¢ stato sottoposto ad una serie di lavaggi e
centrifugazioni utilizzando soluzione di Iscove’s + 2% SFB.
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Successivamente su una diluizione 1:80 & stata eseguita ulteriore
valutazione della vitalita e della conta cellulare.

Si ¢ proseguito con la semina in terreno di cultura a base di metil-
cellulosa contenente: 0,9% di metilcellulosa, 30% di SFB, 1% di albu-
mina sierica bovina, 104 M/ml. di 2-mercaptoetanolo, 2mM/ml. di L-
glutamina, 50 ng/ml di Stem Cell Factor, 10 ng/ml di GM-CSF, 10 ng/
ml di IL-3, 3 unita / ml di Eritropoietina, seguendo le istruzioni delle
case produttrici. In breve, si & ottenuta una sospensione cellulare di
10%/ml; 100 mdL (10° MNC) di questa sospensione sono stati posti in 1
ml di terreno di cultura (ottenendo 1,1 ml). La sospensione ¢ stata
risospesa energicamente con Vortex e successivamente lasciata riposa-
re per 5’ a temperatura ambiente. Infine la sospensione ¢ stata seminata
in piatto di cultura da 35 mm, in triplice. Sono stati disposti per ciascun
paziente 4 serie di piatti di cultura (ciascuno in triplice), denominando
Plain la serie senza Ciclosporina A, CyA50, CyA300 e CyA1.000 i piatti
contenenti rispettivamente 50 ng/ml, 300 ng/ml e 1.000 ng/ml di
Ciclosporina A aggiunti all’aliquota da seminare. Le culture sono state
incubate in incubatore a 37° umidificato in atmosfera con i1 5% di CO,.

Le BFU-E e le CFU-GM sono state contate il 14° giorno dalla semina

utilizzando un microscopio a luce invertita.

RisurTaTI

Per quanto riguarda i pazienti trapiantati, alla data del prelievo di
sangue periferico, della biopsia e dell’aspirato osteomidollari erano tra-
scorsi da un minimo di 7 ad un massimo di 57 mesi dall’intervento,
corrispondenti ad analogo periodo di trattamento continuativo con
Ciclosporina A.

Esame emocromocitometrico ed indagini sierologiche

Al momento dell'indagine uno dei 7 trapiantati (OLT1), con anam-
nesl positiva per anemia seria fino a due mesi prima, presentava emo-
cromo con valori non molto al di sotto del normale, ma mostrava altresi
delle alterazioni morfologiche di tipo mielodisplastico non trascurabili.
Gli altri 6 avevano valori di Hb che oscillavano tra 11 e 9,2 gr/dl. 1
valori di creatinina erano superiori alla norma nel 42,8% dei pazienti,
compatibilmente con la nota azione nefrotossica esercitata dalla Ciclo-
sporina A. Un solo paziente presentava valori quasi doppi del normale
ma con tasso di eritropoietina (ormone prodotto dal rene) ancora nor-
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male (7,9 U/L). Negli altri pazienti il range dell’eritropoietina era com-
preso tra 16 e 37 U/L. I dosaggi nel siero di ferro, folati e vitamina B12
erano normali in tutti 1 soggetti esaminati. Nessuno dei pazienti presi in
esame presentava marcatori dell’epatite B o C positivi. Un riepilogo dei
principali parametri ematochimici analizzati nei pazienti sottoposti ad

OLT ¢ riportato nella tab. 4.

OLT1 OLT2 OLT3 OLT4 OLT5 OLT6 OLT7

Mesi di terapia con CyA 57 14 19 30 7 40 41
GBx10°(4,5-11 x10°/2°)  9.180 6470 4310 4290 8370 3.230 5.050
GRx10°(4.10-530 x 10>/A%) 4.180 3510 3.710 4250 3730 3.920 3.500

Hb / dl (12-18 gr/dl.) 13,1 11 10,1 94 103 9.2 9.3
Plt x 10° (150-350 x 10>/A%) 231 150 158 115 291 136 247
Linfociti (720-4800/A%) 600 1500 1.700 1.00 2.000 600  2.000
Reticolociti % 1 13,1 3,1 0,8
Creatinina (53-133 mmol/L) 232 124 144 110 105 145 108
Urea (2,9-8,9 mmol/L) 174 139 11,1 7 9 16 8,5
Fe (5,4-28,7 umol/L) 7,8 148 11,1 216 132 115 76
Ferritina (10-300 ng/ml) 254 111 136 1157 46 359 15
EPO (1-34 U/L) <7 16 18 37 17 25 24
Folati (7-39,7 nml/L) 35 6,3 39 5,6 48 43
Vit. B12 (>184 pmol/L) 809 520 731 817 785 1028
CyA (600-2.200 pg/L) 377 214 216 165 324 177

CD4 (36-52%) 51 28 23 38 17 32 34
CD8 (20-34) 29 44 58 33 40 42 45

in parentesi 'intervallo di normalita

Tab. 4. Durata del trattamento e valori ematochimici nei pazienti.

Esame microscopico della biopsia osteomidollare

All’esame del preparato bioptico 3 pazienti hanno mostrato ipocel-
lularita del midollo (2, 3, 7), 2 normocellularita (1, 5), 2 iperellularita
(4, 6). La serie mieloide presentava difetti di maturazione in un sogget-
to (2), mentre in un altro risultava diminuita (3); normale per quantita
e maturazione negli altri 4. La serie eritroide era diminuita in 4 pazienti
(1,3,5,7, con difetti maturativi in 1), in due pazienti era aumentata (2,
4) e in un paziente appariva normale (6). La serie megacariocitaria ri-
sultava diminuita in 2 pazienti (3, 4), aumentata in 1 (6) e normale negli
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altri. La trama reticolare era aumentata in 4 pazienti (2, 3, 5, 7), non
rilevabile in un paziente e normale negli altri. I depositi emosiderinici
sono stati riscontrati aumentati in 1 solo paziente. Ai due pazienti con
MDS venne confermata la diagnosi di anemia refrattaria con eccesso di
blasti, mentre nei due controlli sani il midollo era normale. Nella tabel-
la 5 sono schematizzati i risultati dell’esame bioptico dei pazienti sotto-

posti ad OLT.

Cellularita Serie Serie Serie mega-  Reticolina  Emosiderina
mieloide eritroide cariocitaria
OLTL N N N N Seans
OLT2 l Ditetti N 0 N
maturativi
OLT3 l 3 l l T N
OLT4 T N T l Assente T
OLT5 N N { N T N
OLT6 T T N T N N
OLT7 \2 N { N T N

Tab. 5. Risultati della biopsia osteomidollare.

Esame microscopico dello striscio da aspirato osteomidollare

L’osservazione degli strisci dell’aspirato midollare al microscopio
ottico & stato utilizzato fondamentalmente per la ricerca di note displasti-
che a carico delle varie filiere.

In tutti i pazienti trapiantati con citopenie ematologiche diverse
erano presenti in misura variabile delle note displastiche, sia a carico
della filiera eritroide e in misura minore di quella mieloide; non sono
state osservate atipie né qualitative né qualitative a carico della linea
megacariocitaria. Nella fig. 2 & rappresentato un aspetto midollare con
anomalie del nucleo in eritroblasti, che mostra ponti e frammentazione
(frecce).

Nella tab. 6 sono riassunte le osservazioni degli strisci degli aspirati
midollari dei pazienti sottoposti ad OLT.
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e

Fig. 2. Aspetto midollare con anomalie del nucleo in eritroblasti, che mostra ponti e
frammentazione (frecce).

OLT1 OLT2 OLT3 OLT4 OLT5 OLT6 OLT7

Cellularita N l l T N T d
Displasia mieloide +H+ ++ S+ + +++ +
Displasia eritroide e T + 0 ++ +
Displasia megacariocitaria 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 6. Risultati della valutazione microscopica degli strisci midollari.

Citofluorometria su sangue periferico e su midollo osseo

L’aspetto piu evidente che risulta dall’analisi citofluorimetrica su
periferico ¢ la diminuzione in assoluto dei linfociti CD4+ (linfociti
helper), come ¢ da attendersi in seguito alla terapia cronica con Ciclo-
sporina A, mentre il numero dei linfociti CD8+ & normale.

In un caso (OLT1) il rapporto CD4/CD8 e le loro percentuali sono
normali, ma il valore assoluto dei linfociti in toto e dei CD4+ ¢ sovrap-
ponibile a quello degli altri pazienti in trattamento cronico con Ciclo-
sporina A. Il dosaggio sierico del farmaco era superiore al range tera-
peutico (377 mmol/L, a causa della decurtazione funzionale renale se-
condaria alla prolungata somministrazione del farmaco e della rallenta-
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ta escrezione renale. L’emocromo al momento dell’indagine mostrava
solo lieve anemia (Hb 13 gr/dl) dopo un periodo protratto di anemia
trasfusione dipendente. Il midollo di questo paziente all’esame istologico
era normocellulare ed in cultura ha dato origine ad un notevole numero
di BFU-E (media 285) nei piatti senza Ciclosporina A, e non ha risentito
dell’aggiunta di dosi crescenti di Ciclosporina A negli altri, comportan-
dosi del resto come I'altro paziente normocellulato (OLT5) (tab. 10).

Leindagini citofluorimetriche eseguite sul sangue periferico, riguar-
danti i linfociti T, le sottopopolazioni T attivate (CD3DR), helper (CD4)
e suppressor/citotossico (CD8) sono riassunte nella tab. 7.

Sinota cheivalori sono molto dispersi, come avviene normalmente
per questi parametri, sia nei soggetti normali, che nei pazienti in studio,
che nelle mielodisplasie primitive.

L’indagine citofluorimetrica sul midollo ¢ stata molto estesa; per
ragioni tecniche non & stato possibile eseguire I'indagine sul midollo di
tutti i pazienti in esame. In particolare I’analisi si ¢ focalizzata sulla cel-
lula staminale e sulle tappe maturative dei compartimenti eritroide,
mieloide e monocitoide.

Nella tab. 8 sono riportati i risultati delle indagini citofluorimetriche
con doppia marcatura eseguite su alcuni soggetti entrati nello studio,
espressi in percentuale su 10" MNC.

Le pittimmature, «non committed», cellule staminali ematopoietiche
esprimono la combinazione CD34 e CD38; nei successivi stadi di diffe-
renziazione e maturazione lungo le filiere ematologiche i due antigeni
vengono perduti.

Nella maturazione della filiera eritrocitaria, due sono gli antigeni
che caratterizzano la maturazione dell’eritrocita: il recettore per la tran-
sferrina (CD71) e la proteina di membrana Glicoforina A (GPA).

I1 CD71 & precoce e mostra alti livelli di densita sugli eritroblasti
immaturi ed infine viene perduto allo stadio di reticolocita. La glicoforina
A viene espressa a bassa densita allo stadio di maturazione di proeritro-
blasto, successivamente aumenta di intensita e mantenuta ad alta den-
sita fino alla differenziazione terminale. La fig. 3 rappresenta schemati-
camente l'espressione di CD34, CD71 e GPA nelle fasi della differen-
zlazione eritrocitaria.

Dall’analisi dei campioni emerge che nel midollo dei soggetti sani
era presente una media di 1,6% di cellule staminali (CD34+/CD38+),
0,6% di CD34+/CD71+, 32,5% di CD34-/CD71+ (cellule apparte-
nenti al compartimento eritroblastico) e 32,4 % di cellule con Glicoforina
A, la maggior parte di esse avviate alla maturazione terminale.

Nel gruppo dei pazienti trapiantati a cui corrisponde un midollo
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N1 OLT4 OLT5 OLT6 OLT7 MDS1 MDS2

CD34+/CD38+ 16 27 42 134 32 6,3 3.1
CD34+/CD71+ 0,6 3 37 2 17 57 36
CD34-/CD71+ 325 89,2 694 713 153 365 772
CD36+/GPA+ 324 8,6 729 494 17 52 582
CD34+/CD71- 05 0,1 0,2 07 15 12 0.2
CD11b+/CD34+ 1,9 34 15 12 2 - 12
CD11b+/CD34 - 47 06 24 19 34 - 35
CD11b-/CD34+ 06 15 0,3 43 1,2 1,6 19
CD13+/CD34+ 14 2 07 13 2,6 5.6 2.9
CD13+/CD34- 0,6 03 0,7 53 17 07 13
CD33+/CD34+ 1,1 06 93 83 32 2.2 12
CD33+/CD34- 0,1 0 0,2 1,8 07 0,1 0,1
CD33-/CD34+ 1,1 1,6 0,3 3.1 22 5 27
CD14+/CD13+ 13 0 1 138 15 46 2

CD15+/CD13 - 1,6 1.8 6 553 49 07 67
CD15+/CD13+ 1,7 12 15 159 46 34 1,5
CD15 -/CD13+ 07 09 05 2 1 2.9 0,3
CD14+/CD11b+ 2.1 0 14 109 53 23 34
CD14 -/CD11b+ - 0 12 14 9,2 - 1,1
CD34/CD54 - 07 37 - 5.6 12

Tab. 8. Valutazione citofluorimetrica delle cellule midollari di alcuni pazienti con-
frontate con un normale e due MDS.

normocellulato (gruppo 1) nell’'unico paziente analizzato (OLT5) la
percentuale di precursori immaturi CD34+/CD38+ ¢ pari a 4,2%, con
CD34+/CD71+ di 3,7%, CD34-/CD71+ del 69,4% e CD36+/GPA+
=72,9%.

Nel gruppo secondo (midollo ipercellulato) la presenza di CD34+/
CD38+ va dal 2,7% (OLT4) al 13,4% (OLT6), le CD34+/CD71+ ri-
spettivamente 3% e 2%, CD34-/CD71+ = 89,2% e 71,3 %, ed infine
CD36+/GPA+ = 85,6% e 49,4%. Nel primo caso (OLT4)
I'ipercellualrita del midollo era determinata all’istologia da una spicca-
ta iperplasia eritroide e in citofluorometria era evidenziata un’espan-
sione del compartimento eritroblastico (CD34-/CD71+ = 89,2%), nel
secondo caso (OLT6) da iperplasia mieloide, in citofluorometria rap-
presentata da un’espansione del compartimento mielomonocitico
(CD11b+/CD34+ = 12%, CD34+/CD13+ = 13%, CD14+/CD13+ =
13,8%, CD15+/CD13+ = 15,9%, CD14+/CD11b+ = 10,9%), con
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aspetti di evidente eritropoiesi inefficace (CD34-/CD71+ > CD36+/
GPA+). Quest’ultimo risultato & simile, del resto, a quanto avviene con
mielodisplasia primitiva, ove prevale, a fronte dell’ipercellularita
midollare, una eritropoiesi inefficace.

Nel terzo gruppo (midollo ipocellulato) il midollo dell’unico sog-
getto analizzato (OLT7) presenta una aumentata percentuale di CD34+/
CD38+ (3,2%), una normale quota di precursori eritroidi immaturi
(CD34+/CD714 =1,7%) ed una ridotta percentuale di cellule eritriodi
proliferanti e maturanti (CD34-/CD71+ = 15,3% e CD36+/GPA+ =
17%). In questo caso ¢ evidente la conferma del reperto istologico di
ipoplasia midollare e della difficolta in vitro di produrre un numero di
BFU-E sufficiente.

Nella fig. 4 sono rappresentati, tramite istogrammi, alcuni dei dati
sopra riportati, assieme a quelli di un normale e di un mielodisplatico
primitivo, ed in pit lo sviluppo di BFU-E in assenza di ciclosporina A.

Come ¢ evidente anche nella fig. 5, che si riferisce agli stessi pazien-
ti, esiste un rapporto direttamente proporzionale tra n. di BFU-E e
percentuale di CD34-/CD71+, rispecchiando entrambi, in definitiva,

la quota eritroblastica maturante del midollo, non certo le fasi termina-

160
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20

ECD34+/CD38+ EICD34+/CD71+ mCD34-/CD71+ ECD36+/GPA+ EBFU-E

Fig. 4. Maturazione eritropoietica determinata con combinazioni di anticorpi mono-
clonali in un normale, tre trapiantati con diversa cellularita midollare, in un displasico,
e crescita di BFU-E.
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Fig. 5. Rapporto tra numero di BFU-E e CD di maturazione della serie eritroide.

li della maturazione, cioe la quota rappresentata da CD36+/GPA+. Cio
non vale per la mielodisplasie primitiva.

Analisi delle culture

I terreni di cultura sono stati esaminati al microscopio a luce inver-
tita dopo 14 giorni dalla semina, effettuando una conta delle BFU-E e
delle CFU-GM separatamente da parte di due operatori.

Le BFU-E identificano una classe di progenitori eritroidi piti pri-
mitivi di quella delle CFU-E. Si caratterizzano per una maggiore capa-
cita proliferativa che consente di dare origine a colonie eritroidi di mag-
giori dimensioni e con pitt clusters. Il termine «burst» & stato coniato
per identificare 'improvvisa comparsa di emoglobina in gia ampie ma
non colorate colonie eritroidi dovuta alla sincrona differenziazione del-
le colonie stesse.

La loro dimensione va da colonie di tre piccoli clusters (o un gran-
de cluster) contenenti pitt di 200 eritroblasti a colonie estremamente
grandi di soli eritroblasti contenenti 16 o piti clusters e 10* o pit cellu-
le. La fig. 6 che segue rappresenta due cluster di una grossa BFU-E.

Nella fig. 7 e tab. 10 sono riportati i risultati delle osservazioni dei
terreni di cultura del midollo osseo dei pazienti entrati nello studio pit
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Fig. 6. Aspetto di BEFV-E (colonie eritroidi) al microscopio a luce invertita.

due controlli mielodisplastici e due controlli normali, in presenza o meno
di varie concentrazioni di ciclosporina (media delle osservazioni + DS).

PLAIN CyA 50 CyA300 CyA 1.000
OLT1 285+34.2 348+ 55 2725+ 157 318,5+50
OLT2 60,75+11,7 28,75+ 5,1 16,75+ 4,8 115+24
OLT3 329+ 16,6 213,25+ 82,2
OLT4 136,25+ 13,8 118+ 14 105+ 14,6 104,5+ 0,7
OLT5 7824+7,7 98+ 84 79+ 133 98,75+ 16,7
OLT6 109,75+ 9,8 50,5+ 5,2 100,5+ 24,2 77,25+ 18,6
OLT7 14,75+ 4,6 14+ 26 16+£3.8 10,75+ 2,6
N1 745+ 134 36+ 12 3575+ 4,6 355+5.8
N2 118,75+ 50,4 64,75+ 159 15,25+ 12,8 25+19
MDS1 245+ 12 2525+ 65 21,25+ 6,7 18,5+7,7
MDS2 25+12 22+15 2+ 1,1 12+ 05

Tab. 10. Numero di colonie BFU-E (media delle osservazioni +deviazione standard.
Semina di 10° cellule per piatto).

Le CFU-GM generalmente mostrano una morfologia omogenea,
Spesso con un addensamento centrale di cellule circondato da un alone
meno denso; i neutrofili appaiono come cellule piti piccole, i macrofagi
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Fig. 7. Sviluppo di BFU-E con varie concentrazioni di CyA e senza.

tendono ad essere pit grandi, spesso di notevoli dimensioni. Sono for-
mate da 20 o pitt granulociti e macrofagi. Le sottostanti figura 8 e tabel-
la 11 evidenziano come la Ciclosporina A influenzi poco il loro svilup-
po in cultura.

PLAIN CyA 50 CyA 300 CyA 1.000

OLT1 429 13,8+23 12,8+34 147+12
OLT2 274+9 11,1+ 1,6 58+22 73+2,1
OLT3 397+ 13,7 295+ 17

OLT4 363+52 358+ 4 50,8+ 6,4 56,7+ 4,7
OLT5 479+53 77,4+ 10,1 475+ 88 46,8+ 87
OLT6 85,1+ 10,5 49,6+ 0,5 84,2+ 85 60,1+ 9,4
OLT7 26,6x 6,4 35,1+ 95 44+ 10,6 37 4+ 4.6
N1 28,1+ 6,1 223+122 32,1429 284+ 68
N2 133+78 13,8+ 4,6 314+ 13,1 328+5
MDS1 51,8+4,1 37,5+ 10,4 332+ 48 31,8+5
MDS2 47,5+ 163 68,4+ 86 67,9+ 12,7 55,8+ 6,6

Tab. 11. Numero di colonie CFU-GM (media delle osservazioni +DS. Semina di 10°
cellule per piatto.

Come si puo osservare 1 risultati della cultura del midollo dei pa-
zienti sottoposti a trapianto sono spesso in rapporto con l'istologia del
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Fig. 8. Sviluppo di CFU-GM con varie concentrazioni di CyA e senza.

midollo stesso. All’analisi delle BFU-E (fig.7 e tab. 10) il midollo con

normo- o ipercellularita (OLT1, OLT4, OLT5 e OLT6) rispetto ai con-

trolli normali non presenta difficolta di crescita nel piatto Plain, anzi,
pare esserci una crescita maggiore in alcuni di essi a dispetto del riscon-
tro istologico di una serie rossa diminuita e/o con difetto maturativi

(OLT1 e OLT5).

Il midollo con ipocellularita (OLT2 e OLT7) presenta invece un
deficit di crescita rispetto ai controlli normali.

Anomalo ¢ il comportamento di OLT3 che ¢ ipocellulare e con defi-
cit quantitativo, senza pero alterazioni della maturazione della serie ros-
sa, ed ha un’ottima crescita in vitro senza aggiunta di ciclosporina A.

Nell’ambito della popolazione di pazienti trapiantati da noi analiz-
zata ¢ stato possibile distinguere quindi, in base all’istologia, e al tipo di
crescita in cultura nei piatti plain, cioe senza ciclosporina A, 3 sottopopo-
lazioni:

— una prima popolazione di trapiantati con midollo normocellulato,
deficit della maturazione eritroide, e con media delle BFU-E di 182,1
+ 112,3, superiore in misura significativa (p<0,01) rispetto ai con-
trolli normali (BFU-E = 96,6 + 42);

— unaseconda tipologia di trapiantati con midollo ipercellulare, buo-
na maturazione eritroide, e conta media BFU-E = 113 + 18, non
differente in misura significativa (p = n.s.) rispetto ai controlli nor-
mali; ed infine
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— una categoria con midollo ipocellulato, buona maturazione eritroide,
e significativa (p<0,01) riduzione del numero di colonie rispetto ai

controlli normali (BFU-E = 37,7 + 26).

D1scussioNE

Dal nostro studio emerge che tutti i soggetti sottoposti ad OLT e
con citopenie ematologiche presi in esame, in terapia con Ciclosporina
A, presentano alterazioni midollari quantitative e qualitative di grado
variabile, che vanno da ipocellularita ad ipercellularita, e presenza pit
o meno spiccata di note mielodisplastiche. Queste sono anomalie morfo-
logiche non eclatanti la cui percezione richiede buona esperienza nella
microscopia clinica, definite con sufficiente precisione da vari comitati
internazionali. Nonostante siano stati proposti vari sistemi di «score»
per una quantificazione scientifica, il giudizio sulla loro incidenza ed
importanza rimane tuttavia in gran parte soggettivo.

Se consideriamo nel loro insieme i risultati dell’esame istologico,
della citofluorometria e delle culture, si potrebbe ipotizzare che i pa-
zienti trapiantati del 1 gruppo (midollo normocellulare) abbiano svi-
luppato dei meccanismi per compensare i difetti di maturazione della
serie eritroide riscontrati alla biopsia e alla citofluorometria. Si potreb-
be trattare molto semplicemente di ridotta sensibilita alla Ciclosporina
A, come dimostrato dal pit elevato numero di linfociti CD4+ e dal
mancato effetto depressore nelle colonie in vitro. Questi soggetti an-
drebbero semplicemente monitorati nel tempo.

I pazienti trapiantati del 2 gruppo (midollo ipercellulato) presenta-
no basso numero sia di linfociti CD4+ che CD8+ ed in cultura non
mostrano sensibilita all’azione della Ciclosporina A. Potrebbero trarre
giovamento dalla somministrazione di Eritropoietina, dal momento che
lo sviluppo delle BFU-E ¢ discreto.

I pazienti del 3 gruppo (midollo ipocellulare) potrebbero presenta-
re un deficit quantitativo di cellule staminali oppure un difetto di
maturazione intrinseco alla cellula staminale stessa che ne giustifica la
scarsa risposta in vitro allo stimolo delle citochine presenti nel terreno.
Va pero osservato che in questi pazienti vi & la piti spiccata inversione
del rapporto CD4/+CD8+ e pertanto vi potrebbe essere sia scarsa
increzione di citochine in vivo, che maggiore azione «compressiva» (*)

(*) Si ritiene da tempo che fisiologicamente i linfociti T citotossici (CD8+) eserci-
tino un’azione di contenimento e selezione sulle cellule staminali emopoietiche.
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dei CD8+ sui precursori rossi in vitro. Con quest’ultima ipotesi si ac-
corderebbe il progressivo calo delle BFU-E parallelo all’'incremento della
concentrazione della Ciclosporina A in vitro.

Per quanto riguarda 'azione della Ciclosporina A sulla sintesi di
globuli rossi in vivo e sulla crescita di colonie rosse in cultura i pareri
non sono univoci. HASHIMOTO et al., utilizzando come modello speri-
mentale il topo, hanno dimostrato con culture cellulari ex vzvo che
I’emopoiesi aumenta nell’animale trattato con Cilcosprina A 7z vivo e
che leffetto & verosimilmente legato a cellule di controllo, non notan-
dosi stimolazione di crescita di BFU-E in culture di sole cellule staminali
in presenza di Ciclosporina A. Eseguendo culture di cellule midollari
deplete 0 meno di linfociti CD8 notarono maggiore crescita di colonie
rosse in presenza di minori quantita di cellule CD8+, ipotizzando in tal
modo che I'effetto del farmaco nel topo fosse quello di una sostanziale
riduzione di queste cellule. In tutti i casi il farmaco non influenzava lo
sviluppo di CFU-GM.

Successivamente I’azione di «compressione» sulle cellule staminali
emopoietiche esercitata dalle cellule CD8+ citotossiche murine ¢ stata
documentata con certezza da (KOMATSU e coll.).

SovcIKOVA e coll. hanno poi notato, sempre nel topo, che elevati
dosaggi di Ciclosporina A in vivo erano invece seguiti da riduzione de-
gli organi linfatici e dell’ematocrito. Anche Peter e coll. hanno notato
discreta anemia in bambini sottoposti a trapianto renale in terapia cro-
nica con questo farmaco.

Pertanto, il diverso effetto della Ciclosporina A sullo sviluppo
eritroide deriva da osservazioni eseguite in situazioni sperimentali e cli-
niche sostanzialmente divergenti: ex vivo nell’animale da esperimento
(HasHMOTO e coll, KOMATSU e coll.) ed in vivo nell’animale da esperi-
mento (Sovcikova e coll.) e in vivo nell’'uomo (PETER e coll.).

Le citopenie ematologiche in corso di epatopatie acute e croniche
sono frequenti, in conseguenza di ipersplenismo, possibili carenze, al-
terazioni metaboliche o per effetto di virus epatitici sull’emopoiesi.
Talvolta la grave insufficienza epatica acuta da causa sconosciuta ¢
accompaganata da seria aplasia midollare (TUNG).

Quindi non sempre il ripristino completo della funzione epatica
successivo al trapianto ¢ accompagnato dal pieno recupero delle fun-
zioni ematologiche, per motivi vari e non del tutto chiari. Indubbia-
mente la presenza di un fegato omologo ha di per sé conseguenze im-
prevedibili che per il momento non trovano spiegazioni, quali la possi-
bile emopoiesi eterotopica nell’organo trapiantato (TSAMANDAS e coll.,
SCHLITT e coll.).
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Un aspetto molto interessante che potrebbe spiegare I’anemia ¢ il
cosiddetto «microchimerismo» ovvero la presenza, per periodi gene-
ralmente brevi, dell’emopoiesi del ricevente assieme ad una quota deri-
vante dal donatore (STARZL e coll.). Si puo verificare per il fatto che nel
fegato trapiantato sono presenti delle cellule emopoietiche staminali
che, in seguito al'immunodepressione indotta nel ricevente per evitare
il rigetto del fegato, proliferano e si differenziano in elementi terminali,
essendo abitualmente eliminate dopo periodi brevi dall’apparato im-
munitario del ricevente (CROSBIE e coll.). Per I'attecchimento del fegato
¢ necessaria tra ospite e donatore la sola compatibilita ABO, mentre per
il trapianto di midollo si esigono compatibilita assai piti complesse che
riguardano un enorme numero di antigeni dell’istocompatibilita (HLA).
In casi di fortuita compatibilita, sarebbe possibile la permanenza pro-
lungata di doppia emopoiesi con fenomeni di reazione immune in un
senso o nell’altro e conseguente citopenia periferica. Ma l’evento ¢ con-
siderato oggi piti teorico che realistico. Inoltre le citopenie dei pazienti
sottoposti ad OLT sono del tutto simili a quelle che si riscontrano nei
trapiantati di cuore che hanno la stessa terapia e non vanno incontro a
microchimerismo (COLLINS e coll.).

In tutti i soggetti considerati in questo studio sono costantemente
presenti delle alterazioni mielodisplastiche midollari, non sempre
correlate con il grado di citopenia periferica. Le nostre osservazioni si
accordano con quelle di CLATCH e coll., che hanno descritto emopoiesi
displastica in 19 pazienti sottoposti ad OLT con citopenia periferica di
vario grado. Si trattava di eritropoiesi megaloblastica, maturazione mie-
loide asincrona, ridotto volume dei megacariociti, del tutto simile a
quanto si rileva nella nostra casistica, oltre che nei portatori di HIV, ma
di grado pit lieve rispetto alle mielodisplasie primitive e senza caratteri
di progressivita.

Le analisi citofluorometriche ci hanno consentito di quantificare il
numero delle cellule staminali maturanti lungo ciascuna filiera. La
citofluorometria eI’ analisi del numero delle colonie mieloidi ed eritroidi
indicano che la serie eritroide ¢ la pitt compromessa. L’aggiunta di
Ciclosporina A in vitro determina una riduzione delle colonie eritroidi
(in vitro) in 5 su 8 pazienti trapiantati, in 2 su 2 soggetti normali e in 0
su due mielodisplastici.

La compromissione della serie eritroide in alcuni pazienti ¢ reversi-
bile in cultura, in presenza di fattori di crescita; cio non si osserva in
soggetti con gradi piu severi di alterazione midollare.

Per quanto riguarda I'insieme delle culture con Ciclosporina A (figg.
7 e 8), si nota che l'effetto depressore sulla formazione di BFU-E &
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molto pill spiccato nei normali e nei trapiantati del 2 e 3 gruppo. Cio
potrebbe essere dovuto al prevalere della riduzione in termini assoluti
dei linfociti CD8+ nei trapiantati, rispetto ad un possibile effetto tossi-
co, in accordo con quanto osservato da Hashimoto e coll. nell’animale.
Ed in effetti i casi che danno luogo a maggiore crescita di BFU-E sem-
brano essere quelli con maggiore rapporto CD4+/CD8+, cioe con mi-
nore numero di cellule citotossiche. Un tale meccanismo potrebbe pre-
valere sull’azione favorente la differenziazione eritroide esercitato calla
Ciclosporina A, finora dimostrata solo in cultura di cellule neoplastiche.
(SawaFruT e coll.). Il differente effetto del farmaco nei diversi soggetti &
verosimilmente conseguenza della variata sensibilita allo stesso.

Il mancato effetto nei mielodisplastici primitivi ¢ conseguenza di
gravi alterazioni cellulari, compatibili con la condizione di malattia
clonale neoplastica.

L’osservazione che la crescita mieloide (in vitro) ¢ meno compro-
messa (1 su 7 pazienti) puo indicare che il meccanismo patogenetico
agisce a livello della cellula staminale gia predestinata in senso eritroide
o0 successlvamente.

A proposito di quest’ultima osservazione va tenuto presente che
I'azione del CFU-CSF presente in cultura consente una crescita delle
CFU-GM piu che adeguata nella maggioranza dei midolli, compresi
controlli sani e mielodisplastici primitivi, che non risente nemmeno delle
pit elevate concentrazioni del farmaco in cultura. In ogni caso con lo
studio attuale non siamo in grado di affermare se la compromissione
dell’eritropoiesi sia dovuta all’azione diretta della Ciclosporina A op-
pure dovuta ad altri meccanismi patogenetici.

Al momento di entrare nello studio i nostri pazienti erano sierologi-
camente negativi per i virus epatitici B e C, per il Cytomegalovirus ed il
Parvovirus B19. La condizione di immunodepressione indotta nei tra-
piantati lascia pero dei dubbi sulla sensibilita di questi test. Infatti la
valutazione degli acidi nucleici virali in simili soggetti hanno consenti-
to, ad esempio, la dimostrazione di viremia da Parvovirus B19, in as-
senza di anticorpi IgM, in circa un terzo del trapiantati di fegato con
anemia discreta (NDIMBIE e coll.).

Non & da escludere comunque la possibilita che in corso di terapia
immunosoppressiva agenti virali possano infettare i soggetti e determi-
nare alterazioni ematologiche, per il resto ben note. Nel caso del
Parvovirus B19 le problematiche diagnostiche sono notevoli per la dif-
ficolta di avere un riscontro anticorpale adeguato (le IgM spesso danno
risultati dubbi) e la identificazione del DNA nativo risulta difficile e
ancora non praticabile in tutti i centri.
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L’analogia degli aspetti displastici dei portatori di OLT con quella
dei pazienti con HIV descritta da Clatch e coll. lascia supporre in en-
trambi i casi la partecipazione di agenti virali opportunistici, quali virus
erpetici, che si accorderebbe oltretutto con il comportamento spesso
fluttuante dell’anemia. Il recupero della formazione di BFU-E osserva-
to nelle culture di alcuni pazienti, in presenza di Eritropoietina, sugge-
risce una possibile azione terapeutica in vivo, che potra essere rapida-
mente verificata.

In conclusione il nostro studio non chiarisce la patogenesi delle
citopenie dei portatori di trapianto di fegato in terapia cronica con
Ciclosporina A. Tuttavia stabilisce una netta demarcazione nei con-
fronti delle mielodisplasie primitive, ribadisce la similitudine con le al-
terazioni ematologiche del’HIV, in cui agenti infettivi diversi possono
influire sull’emopoiesi. Evidenzia inoltre una possibile correlazione tra
grado di depressione nella formazione di BFU-E e numero di linfociti
CDS, sui quali 'infuenza della Ciclosporina A ¢ diversa da caso a caso.
Lo scrupoloso monitoraggio delle sottopopolazioni linfocitarie CD4+
e CD8+ e la ricerca mirata non solo sierologica, ma direttamente della
viremia relativa ad alcuni agenti infettivi potra ulteriormente chiarire la
patogenesi delle citopenie nei portatori di trapianto di fegato.

ZUSAMMENSETZUNG - AMADORI G., 2003 - Die Anaemie der Lebertransplantation:
preliminaere Ergebnisse einer klinischer-experimentellen Untersuchung.

Die Anamie und die periphere Zytopenie mit dyspatistichen Anomalien sind nicht
seletene Komplikationen in Patienten mit orthotopischer Lebertransplantation (OLT).
Diesen Anomalien ist bisher wenige Interesse ergeben worden. In dieser Arbeit ha-
ben wir 7 Patienten mit OLT und Animie, unter chroniscer Therapie mit Cyclosporin
A, im Vergleich mit zwei normalen Personen und zwei Patienten mit primirer
Myelodysplasie untersucht. Wir haben die Zelldichte und —zusammensetzung der
Knochenmarkausstrichen (inbesondere in Hinsicht auf dysplastischen Anomalien),
den Immunophenotyp der peripheren und Knochenmarks Zellen, die Kulturen der
Knochenmarks Zellen im standard Medium und in Medium mit steigenden
Konzentationen von Cyclosporin A festgesetz. In Patienten mit OLT werden leichte-
re dysplastichen Anomalien im Vergleich mit Patienten mit ursprqnglichen Myelody-
splasie beobachtet. Der Immunophenotyp in denselben Patienten zeigt wichtige He-
rabsetzung der CD4+ Lymphozyten und eine verinderliche Inversion der CD4+/CD8+
Ratio. Die Wachsumsrate der Knochemarks Zellen in Kulturen in Hinsicht auf BFU-
E und CFU-GM zeigt eine Verkiirzung der ersterer in normalen Personen und in
Patienten mit OLT und mit wenigen Knochenmarks Zellen, whirend in Patienten mit
OLT und mit normaler Zahl des Knochenmarks Zellen ist die Wachstum hoher. Die
Fille mit guter Wachstum der erythroiden Kolonien zeigen eine niedrigere CD4+/
CD8+ Ratio. Die Wachstum der CFU-GM ist ungefihr normal. Diese Ergebnisse
lassen wir annehmen als mogliche Ursache der Zytopenie und der dysplastyschen
Anomalien in Patienten mit OLT entweder einen verschiedenen Grad der durch
Cyclosporine A induzierter Immunosuppression, inbesondere der CD4+/CD8+ Ra-
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tio, oder larvierten Virus-Infektionen, wahrscheinlich von herpetischen Viren oder
von Parvovirus B19 verursacht.

ScHLUSSELWORTER: Lebertransplantation, Myelodysplasie, Anaemie, Immunophe-
notyp, In Vitro Knochenmarkskulturen.
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