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Thomas E. Starzl, ¢ il geniale chirurgo
che, per primo al mondo, I'l marzo 1963
esegui un trapianto di fegato in un bam-
bino. Le tappe della sua prestigiosa car-
riera sono segnate dalle piu significative
conquiste della trapiantologia epatica,
delle quali & stato artefice: definizione
della tecnica operatoria, prima descrizio-
ne del prelievo multiorgano da cadavere,
impiego combinato di farmaci antiriget-
to. Lo xenotrapianto, magica prospettiva
gravida di enormi speranze per il futuro
della trapiantologia, lo vede ancora pro-
tagonista.
In questo articolo, firmato anche da
Ignazio Marino, un eccellente ricercatore
italiano che & stato uno dei protagonisti
dell’attivita clinica di xenotrapianto epa-
tico a Pittsburgh, vengono stressati alcu-
ni degli enigmi di un complesso proble-
ma clinico ancora tutto da scoprire e si
prospettano gli orientamenti {uturi della
ricerca in questo campo.

Gianfranco Ferla

due recenti tentativi di xenotrapianto
di fegato di babbuino nell'uomo, ese-
guiti presso il Pittsburgh Transplanta-
tion Institute, non hanno avuto il suc-
cesso sperato (1-3). Sebbene abbiano
dimostrato alcuni fatti importanti, quali
la mancata reinfezione da virus dell’epati-
te B e 1'assenza di segni di rigetto cellula-
re od umorale, i dati oggi a nostra dispo-
sizione non consentono di individuare,
neanche retrospettivamente, le esatte cau-
se di successo.
Cosa non ha funzionato?
La tecnica chirurgica utilizzata ¢ sovrap-
ponibile a quella utilizzata nell'allotra-
pianto di fegato (4). A causa della discre-
panza delle dimensioni corporee tra i
babbuini utilizzati come donatort ed i pa-
zienti trapiantati, ¢ stato necessario cse-
guire il trapianto secondo la cosiddetta
tecnica di piggvback (figura 1), inizial-
mente descritta nel 1968 da Calne (3) ¢
poi diffusa da Tzakis (6). Entrambi i [cga-
ti di babbuino sono andat incontro ad
una significativa rigenerazione che i ha
portati a raggiungere, in breve tempo. un
volume idonco alle dimensioni lisiche det
riceventi (figure 2 ¢ 3).
[L CONFRONTO TRA I DUE RICEVENTI
[l crossmaich lintocitotossico convenzio-
nale tra il siero dei riceventi ed 1 linfociti
det rispettivi donatori ¢ risultato positivo

con la tecnica tradizionale, ma si € negati-
vizzato dopo l'aggiunta di ditiotreitolo, a
dimostrazione del fatto che gl anticorpi
naturali presenti in questo tipo di combi-
nazione donatore-ricevente sono per la
maggior parte appartenenti alla classe
delle immunoglobuline G. In entrambi |
casi i donatori erano compatibili per
gruppo sanguigno con i rispettivi riceven-
ti: A ed A nel 1° caso, B e B nel 2° caso. |
test in vitro, eseguiti prima dello xenotra-
pianto, hanno dimostrato che entrambi i
pazienti erano immunocompetenti.
Tuttavia, al di la di questi aspetti comuni
vi sono state importanti differenze tra i
due casi. Il primo paziente (35 anni), era
HIV positivo ed aveva perso la milza 3
anni prima dello xenotrapianto, a causa
di un incidente stradale. [l secondo pa-
ziente era molto piu anziano del primo
(62 anni) ed in ben piu precarie condizio-
ni generali, Questo paziente aveva la mil-
za al momento dello xenotrapianto ed €
stato sottoposto a splenectomia in 4* gior-
nata postoperatoria.

DECORSO CLINICO POSTOPERATORIO

Cason. |

[l primo paziente, estubato 17 ore dopo
I'intervento ¢ vissuto 70 giorni, molti dei
quali con una qualita di vita relativamente
normale ed in un reparto ordinario, ¢ stato
in grado di assumere una alimentazione
ordinaria gia 5 giorni dopo il trapianto, ri-
manendo anitterico per la maggior parte
dei 70 giorni di sopravvivenza. La fostatasi
alcalina, clevata sin dalla 3 giornata po-
stoperatoria, ha superato le 10.000 unita
internazionali in 60" giornata, Le transa-
minasi, invece, hanno subito solo una mo-
desta clevazione (2). Il paziente divenne it-
terico in 33 glornata ¢ lale complicanza
venne attribuita ad un imperfetto drenag-
gio dell'anastomosi biliare, anche se un co-
langiogramma, cscguito in 61" giornata,
non ha dimostrato alcun problema anasto-
motico. L'esume autoptico, tuttavia, ha
evidenziato come 'intero albero biliare in-
tracpatico losse occupato da sludge con
chiari scgni di danno dell'epitelio biliare
stesso. Tale lesione puo essere, alternativa-
mente. auribuita st ad un evento meccu-
Nico, oppure interpretata come seeondaria
ad un evento immunologico.

Cuason. 2

[I sccondo paziente non ha mai recupera-
to un livello di coscienza tale da poter cs-
sere "svezzatodal respiratore ed ¢ vissu-
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to 26 giorni, in un reparto di terapia in-
tensiva chirurgica (3). Una biopsia del fe-
gato. eseguita in 4' giornata, ha dimostra-
to lo stesso quadro colestatico gia rilevato
nel primo paziente. La biluribinemia
preoperatoria in questo secondo paziente
era 17.3 mg/dl. discese ad 8 mg/dl in 4*
glornata postoperatoria, per poi risalire si-
no a 28.3 mg/dl prima dell’exitus.

LA QUESTIONE METABOLICA

La colestasi sviluppatasi in entrambi i pa-
zienti ha spinto il nostro gruppo a sospet-
tare che un fegato di babbuino, trapianta-
to in un organismo umano, possa produrre
una bile litogenica. Tuttavia, benché tale
possibilita non possa essere completamen-
te esclusa, non crediamo che essa possa es-
sere identificata come il principale ele-
mento cziologico. Un altro
aspetto che ha sollevato molte
perplessita e che, in entrambi i
pazienti, il fegato di babbuino
non ¢ riuscito ad elevare ['al-
buminemia al di sopra di 2 gm/
dl. Questo nonostante che altri
dati, come ad esempio un nor-
male tempo di protrombina,
dimostrassero una buona fun-
zione di sintesi cpatica (2.3). |
due babbuini utlizzati come
donatori sono slati selezionati
sulla base delle Toro dimensio-
ni-corporee, scnza o prestare
particolare attenzione n¢ al-
f'eta (entrambi avevano piu di
15 anni), ne ai basst hvelli i
albuminenmia. Uno studio re-
cente, compiuto su 25 babbui-
ni alla Southwest Foundation
for Rescarch and Education a
San Antonio, in Texas (la stes-
s istituzione che ha fornito i
babbuini per 1t nostri xenotra-
pianti), ha dimostrato che Tal-
buminemia di questi animali ¢
3.5+£0.7 gm/dl (7). Dati simihi
SO0 Stall recentemente pub-
blicati anche da un‘alra istitu-
zione in Ohio (8). Di conse-
guenza ipoalbuminemia el
due donatort utilizzati a Pittsburgh non ¢
caratteristica dei babbumi in generale ¢
non rappresenta, quindi, un limite geneti-
camente determinato (7).

LE CAUSE DI MORTE
Lo causa di morte nel primo paziente ¢
stata una emorragia sub-aracnoidea ¢ ce-

rebrale causata da una aspergilosi angion-
vasiva (2). [l secondo paziente ¢, invece,
deceduto a causa di una peritonite (3).
Tuttavia, la funzione epatica € stata, in
entrambi 1 pazienti, sub-ottimale con
un’inspiegabile disparita tra l'aspetto ap-
parentemente normale delle biopsie epati-
che eseguite e la non soddisfacente tun-
zione d'organo. E possibile che questa di-
sparita tra istologia e tunzione sia attri-
buibile ad un incompleto controllo dei
meccanismi di rigetto.

[ PRECEDENTI STORICI
NEL PROBLEMA
DEL CONTROLLO DEL RIGETTO

Circa 30 anni addietro, abbiamo eseguito
6 xenotrapianti clinici di rene di babbui-
no ottenendo una sopravvivenza d'orga-
no variabile tra 6 e 60 giorni. utilizzando
un protocollo immunosoppressivo basito
su azatioprina ¢ prednisone (9). Nono-
stante 1 segni di rigetto cellulare, Faspetto
istologicamente piu eclatante negli organi
trapiantati fu la presenza di chiari scgni
di endotelite, presumibilmente legala ad
un meccanismo umorale mediato da anu-
corpl. Il danno da essi provocato apparve
cssere responsabile delle aree necrotiche
nel parenchima renale al momento dell'e-
sptanto. Altcrazioni molto simili sono sti-
te riportate. nel 1984, da Bailey in un ca-
so di xenotrapianto cardiaco mn una neo-

nata di 2.600 grammi (10).

XENOTRAPIANTI EPATICI

Nei due casi di xenotrapianto di fegato
eseguitt al Pittsburgh Transplantation In-
stitute ¢ stato utilizzato un cocktail im-
munosoppressivo costituito da 4 farmace:
FK506. prednisone, prostaglandina 1o, ¢
ciclofostamide, Questultima ¢ stata, come
gl altri tre Tarmaci, inizialmente sommi-
Nistrala per via venosa ¢ suceessivamente
per via orale, ad un dosaggio non miclo-
tossico modulato sulla base della conta
leucocttaria (2.3). A Noriko Murase spett
it mernto i avere dimostrato Pefticact
della ciclofostamide in assoctazione <ol
I'FK306 nel controllo del rigeuo e un
modello di xenotrapianto cardioco b
hamster ¢ ratto (D, Hasan ¢ White han-
no ottenuto risultati analoghi utilizzando.
nello stesso modello sperimentale. ciclo-
sporina ¢ ciclofosfamide (12). Tuttavis,
Murase ¢ stata anche in grado di dimo-
strare nel suo modello sperimentale
presenza di migrazione cellulare ¢ di mr-
crochimerismo sistemico (1 che viwenia-
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mo sia un fenomeno. non solo associato,
ma necessario all’accettazione di uno xe-
no- come di un allotrapianto, rappresen-
tando 1l primo clemento nell'induzione
del fenomeno della wlleranza (13-15).
Valdivia ha. inoltre. dimostrato come, in
modo del tutto simile a quanto avviene in
un allotrapianto. il fegato di hamster tra-
piantato in un ratto accoglie cellule def ri-
cevente trasformandosi in un organo ge-
nelicamente composito (16). L'autopsia
del primo paziente ha confermato piena-
mente i dau sperimentali, dimostrando la
presenza di DNA di babbuino nel cuore,
net reni, net polmonti e nei linfonodi (2). 11
sccondo  paziente ¢ stato sottoposto. al
termine delle anastomosi vascolart dello
senotrapianto. ad una infusione di cellule
(3x 10%/kg) prelevate del midollo del bab-
huino donatore (3). Tulll i campioni ¢cma-
tict prelevat durante il decorso postope-
ratorio del secondo paziente hanno dimo-
strato la presenza di DNA xenogenico.

Rigetto cellulare: durante il decorso post-
operatorio 1l primo pazicnte ¢ stato sotto-
posto a 5 biopsic cpatiche, delle quali so-
lo una (eseguita in 12" giornata) ha mo-
strato segni di lieve rigetto cellulare foca-
le. Una biopsia eseguita netlo stesso pa-
ziente in 64 giornata, ha dimostrato un
aumento della presenza di linfocii T
(CD3+) ¢ di NK (Leu-7+) sia net sinusoi-
Jdi che nelf'epitelio bitiare, wttavia di in-
iensita insulticiente per determinare una
diagnost di rigetto.

IFsecondo paziente ¢ stato. invece. sotto-
posto 7 hiopsice. nessuna delle quali ha
dimostrato segni delini di rigetto cetlu-
lare,

Rigetto vascolare: nessuna delle biopsic
eseguile durante 1 due decorsi postoperu-
tort ha dimostrato 1 segni di arterite., legati
A rigetto vascolare, evidenziat nella no-
stra precedente esperienza di xenotra-
pranto chnico renale. Nonostante gueslto,
Pevidenza di sfudge biliare ¢ la presenza
Jidleucocn polimorlfonucleati nei sinusoi-
Jrepanict, immediatamente dopo la riper-
fusione, potrebbero essere interpretati co-
me seant dio un processo abortito di riget-
o peracuto.

LESIONI DA ATTIVAZIONE

DEL COMPLEMENTO

It complemento serico totale. il C.. il €,
cd 1 Co st sono abbassati al punto da e¢sse-
e praucamente indosabilt durante fe pri-
Me 2 settimane postoperatorie: al contra-

|
|

rio degli immunocomplessi circolanti che
furono. invece, presenti in quantita signi-
licativa durante lo stesso periodo (tabella
1. Tali immunocomplessi scomparvero
completamente intorno alla 10" giornata
postoperatoria, in pratica contempora-
neamente alla normalizzazione del com-
plemento. Tuttavia, 10 giorni potrebbero
essere stati sufficienti per indurre un dan-
no mediato dal complemento stesso. in
maniera analoga a quanto dimostrato da
Manez in casi di allotrapianto di fegato
caratterizzali da crossmalch positivo (17).
Inolwre, durante le prime due settimane ¢
stato anche possibile evidenziare la pre-
senza di significativi depositi di 1gM ed
1gG in entrambi i tegati. | depositi di [gM
scomparvero quasi completamente dopo
le prime due settimane, mentre depositi di
1gG lurono pitt o meno sempre rilevabili.

POSSIBILI RELAZIONI CON LESIONI

DA RIGETTO IPERACUTO

Alla luce degli studi retrospettivi comple-
tati a Piusburgh su entrambi gli xenotra-
pianti cpatici, crediamo oggi di poter af-
fermare che i due fegati di babbuino han-
no subito un danno acuto determinato da
una forma incompleta di rigetto. del tutto
simile a quella da noi descritta nel 1964
in casi di trapianti di rene in cui non ven-
ne rispettata la barriera ABO (18). Osser-
vazioni simili vennero poi ripetute in
quell’'epoca assicme a Terasaki in casi di
trapianto di rene in pazienti con cros-
smatel positivo (E9). Tah casi rappresen-
tano stortcamente la prima descrizione di
rigello iperacuto in associazione con la
presenza di anticorpi prelormati. Tale
coneetto venne, pol, suceessivamente rial-
[ermato anche da Kissmeyer-Neilsen (20).
[1 concetto sostenuto da queste pubblica-
ziont negli anni Sessanta, determino [a
nascita di uno det concetti considerati sa-
crt nella immunologia det trapianti, cioe
Pidentiticazione degli anticorpt come cle-
menti responsabili nell'innescare il rigetio
iperacuto. Successivamente, commetten-
do un ato che poteva essere considerato
come eretico rispetto alle conoscenze im-
munotogiche degh anni Sessanta. abbia-
mo ridiscusso criticamente tale assioma in
un articolo scritto con la collaborazione
di Frank [. Dixon dello Seripps Institute di
La Jolla. In particolare, alfermammo che
il rigetto iperacuto nel trapianto di rene si
veritica attraverso attivazione del com-
plemento, con un meccanismo del o
simile o quello delle reaziont di Shwar-

CH100
(>60)
>21 | 35 7 — +
f >21 | 33 3 - +
3 >21 | 27 3 — +
5 >21 | 27 9 — +
7 >21 | 33 6 = &
9 >21 | 40 8 = =5
11 21 29 6 - -
14 43 = = — —
17 55 64 17 20 -
23 66 59 15 17 -
26 61 51 15 1 =
28 44 40 13 14 —
33 55 58 14 15 | =
( i j | I
CH100 = Complemento Serico Totale
IC = Immunocomplessi Tab.
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tzman e di Arthus (21, 22). In pratica,
sostenemmo che, sebbene il rigetto ipera-
cuto avvenga di solito con la partecipa-
zione di anticorpi preformati, esso puo

tuttavia verificarsi anche scnza la loro
partecipazione. In altri termint, la nostra
classificazione tra rigetto iperacuto con o
senza la partecipazione di anticorpi pre-
formati, non cra altro che la distinzione
tra il classico meccanismo di attivazione
del complemento. nel quale e necessaria
la presenza di anticorpi, ed il cosiddetto
meccanismo alternativo  che  prescinde
dalla presenza degli anticorpi stessi. Nel-
la nostra interpretazione, poi. abbiamo
sempre considerato il rigetto in modelli
di xenotrapianto legato a meccanismi del
tutto analoghi a quelli appena descritd
(1,23,

CONTROLLO FARMACOLOGICO
DELL'ATTIVAZIONL DEL COMPLEMENTO

Gli clementi ceritici nel determinare i dan-
nicelulart legau all'ativita del comple-
mento sono il C; ed il C.. che possono es-
sere parzialmente controllati con la som-
ministrazione sia del veleno di cobra che
del recettore solubile ricombinante (tipo
b del complemento. il quale impedisce
Famplificazione dellazione lesiva, com-
plemento-mediata, che avviene attraverso
la frazione C;b (24.23). Comunque. il ve-
leno di cobra ed il recettore solubile ri-

combinante di tipo [ ostacolano, per
mezzo di processi differenti, sia il mecca-
nismo classico di attivazione del comple-
mento che quello alternativo. In pratica,
possono prevenire o almeno mitigare sia
le reazioni di Arthus e di Shwartzman
che il danno tissutale mediato dai neu-
trofili.

Uno dei farmaci piu promettenti per la
sua azione anti-complemento € il K76,
una sostanza estratta da una specie di
funghi che cresce sulle isole Okinawa. |
K76 ha, infatti. il potere di bloccare I'atti-
vazione della frazione C; del complemen-
to, sia nella via classica che in quella al-
ternativa. Ci siamo particolarmente inte-
ressati a questo farmaco dopo la pubbli-
cazione dell’articolo di Miyagawa nel vo-
lume di aprile 1993 di Transplantation. In
tale studio veniva riportata l'inefficacia
del K76 nel prevenire il rigetto iperacuto
in un modello di xenotrapianto cardiaco
guinea pig-ratto (26). L'Autore riportava
di aver ottenuto risultati modesti anche
mediante I'uso di un altro farmaco (detto
FUT) ¢ risultati appena superiori (100 mi-
nuti di sopravvivenza) mediante ['associa-
zione di K76 ¢ FUT. Non convinti di tale
descrizione decidemmo di procurarci una
piccota quantita di K76 e di ripeterc I'c-
sperimento.  Noriko Murase, pertanto,
somministro nei nostri laboratori 200 mg.
kg di K76 per via venosa (anzich¢ intra-
peritoneale, come nel modello descritto
da Mivagawa) ottenendo una sopravvi-
venza media di 8 ore, rispetto agli 8 mi-
nuti del gruppo non trattato con K70.
Uno dei cuori di guinea pig, xenotrapian-
tato in un ratto, ha addirittura continuato
a pulsare per piu di 24 ore. Altri esperi-
ment, condolti suceessivamente net no-
stri laboratort, sul difticile modello di se-
notrapianto renale maiale-cane hanno ul-
teriormente sottolineato la straordinaria
clficacia del K76, sia somministrato da
solo che in associazione al FUT. La mag-
gior parte dei reni di maiale vrapiantau
nel cane ha funzionato per piu di 8 ore.
producendo 200 mi/hr di urina.

L cvidente che il semplice controllo del-
I'azione lesiva del compiemento per aleu-
ne ore non ha, di per s¢, aleun significato
rivoluzionario, luttavia, assunmce ostrenl
importanza s¢ considerato come uni tes-
sera di un piu complesso mosaico. el
quale rappresenta, potenzialmente, il pez-
70 mancante. Se. intatt, sara dimostrabi-
le, in laboratorio. che Taggiunta di quest
farmaci anticomplemento al cockual Tar-
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- macologico da noi usato nei due recenti
~ xenotrapianti clinici di fegato, pud preve-

nire quelle lesioni che riteniamo alla base
_ del fallimento dell’esperienza clinica, po-
~ tremo dare una soluzione al nostro pro-
* blema. Mentre scriviamo Murase, Todo e
- Tzakis stanno attivamente dirigendo una
- serie di esperimenti atti a valutare la veri-
. dicita di questa nostra ipotesi.

~ VARIAZIONI DEL COMPLEMENTO
. DOPO TRAPIANTO DI FEGATO

~ In realta, ¢ possibile che sia necessario
~ controllare I'attivazione del complemento
- solo per un breve periodo, specialmente
- se l'organo trapianto ¢ il fegato, che pro-
~ duce la maggior parte del complemento
“nell’'organismo umano. A questo proposi-
to & particolarmente significativo il lavoro
sperimentale condotto da Valdivia il qua-
le ha dimostrato come nel modello di xe-
notrapianto di fegato criceto-ratto il com-
-plemento circolante sia complemento di
_ criceto (27). Se in tale situazione viene
_i'somministrato al ricevente 1 ml di siero
anticriceto, preparato in un ratto, si scate-
- na immediatamente un classico rigetto
- iperacuto. Questo avviene per azione spe-
 cifica del complemento e non per un pro-
_ cesso mediato da anticorpi anticriceto. In-
fatti, tale rigetto iperacuto puo essere evi-
tato con la semplice decomplementizza-
zione (mediante riscaldamento a 56 °C
per 30 minuti) del siero anticriceto.
L’esperimento di Valdivia ha importanti
implicazioni cliniche e, certamente, nei
prossimi casi di xenotrapianto avremo cu-
ra di utilizzare emoderivati privati del
complemento.
Per concludere, i concetti espressi in que-
sto articolo sono troppo complessi per po-
ter essere riassunti in poche righe. Tutta-
via, il messaggio che vorremo offrire al
lettore ¢ che egli ostacoli allo xenotra-
pianto clinico possono essere meno insor-
montabili di quanto si possa oggi ritenere.
Il controllo dell'attivazione del comple-
mento sembra essere quasi a portata di
mano e, d’altra parte, il cocktail farmaco-
logico da noi utilizzato nei due casi di xe-
notrapianto clinico del fegato € in grado
di inibire il rigetto convenzionale attra-
verso i ben noti meccanismi cellulari e va-
scolari. Infine, al di la dei sistemi di con-
trollo immunitario discussi nel nostro ar-
ticolo, nuove possibilita potrebbero rea-
lizzarsi nell'immediato futuro con la pro-
d}:zione dei cosiddetti “animali transgeni-
ci”, '
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