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Adacolumn apheresis for hepatitis C virus in patients waiting for kidney tran-

splant. Preliminary study

Hepatitis C virus (HCV) infection occurs much more frequently in the hemo-
dialysis population than in the general population. Patients with chronic kid-
ney disease with persistent HCV infection may develop serious and progres-
sive chronic liver disease, with associated long-term morbidity and mortality
related to cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Monocytes and macropha-
ges are known to produce extrahepatic breeding sites anJ;pread the disease.
Our aim was to lower the levels of macrophages, granulocytes, monocytes,
proinflammatory cells and viremia using an extracorporeal device: the Adaco-
lumn® leukocyte apheresis system (Otsuka).

The Adacolumn is a direct hemoperfusion-type leukapheresis device. The co-
lumn is a single-use (disposable] polycarbonate column with a capacity of
about 335 ml, filled with 220-g ce//ufcgse acetate beads of 2 mm in diameter
bathed in physiological saline. The carriers adsorb “activated” granulocytes
and monocytes/macrophages that bear Fc and complement receptors. The
patients underwent five 1-hour sessions for five consecutive days. The column
was placed in an extracorporeal setting with a perfusion rate of 30 mL/min
and a duration of 60 minutes.

A reduction of viremia was observed in all patients in association with a decre-
ase in cytokine levels and a proportional decrease in immune cells.

Although this study investigated responses in a small number of patients, it
was shown that the Adacolumn changed the cellular immunity and promoted
early viral response.
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INTRODUZIONE

Le principali vie di trasmissione del Virus C nell'am-
bito della dialisi includono le trasfusioni, le procedure
per I'accesso vascolare e la contaminazione all'interno
dell'unita di dialisi (1-4). In ltalia, la prevalenza di anti-
corpi anti-HCV nei pazienti in trattamento emodialitico
e tra il 10% e il 50% (5) e l'incidenza dell'infezione
& di circa 9.5 casi/1.000 pazienti-anno (é). Limpatto
dellHCV sulla sopravvivenza in emodialisi & stato il-
lustrato in una meta-analisi di quattro studi clinici con

2.341 pazienti in cui & stato evidenziato come l'infe-
zione da HCV pud essere associata a un aumentato
rischio di mortalita di 1.57 volte (95% Cl 1.33-1.86)
(6). La combinazione di farmaci quali I'Interferone
pegilato (INF-PEG) e la Ribavirina (RBV) rappresenta
il trattamento standard dell'epatite cronica C (CHC),
anche se presenta molti limiti, sia per quanto riguar-
da la reale efficacia sia per gli effetti secondari, che
la rendono inadatta o, addirittura, controindicata per
alcuni pazienti (7). Sebbene 'HCV sia un patogeno
epatocellulare, c'& una crescente evidenza che il Virus
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pud infettare altre cellule e persistervi. In particolare,
granulociti e monociti/macrofagi sono noti per costi-
tuire siti extraepatici per la replicazione e la dissemi-
nazione del Virus (8-10). Da poco tempo, & diventato
possibile rimuovere selettivamente questi leucociti dal
sangue periferico mediante l'uso di un‘aferesi: 'Ada-
column (Giappone Immunore-laboratori di ricerca,
Takasaki, Giappone) aferesi leucocitaria (11-13). La-
desione dei granulociti e dei monociti alle sfere di
acetato di cellulosa dell’Adacolumn si produce per at-
tivazione della cascata del complemento in presenza
di Ca++ e IgG. L'unione dei prodotti di degradazione
del complemento ai recettori specifici attiva segnali in-
tracellulari che modificano I'espressione di proteine di
membrana leucocitaria. L'attivazione del complemento
provoca la degranulazione di neutrofili e la liberazio-
ne di mediatori antiinfiammatori e radicali liberi in situ.
La modifica di espressione delle proteine di superficie
provoca una modulazione dei meccanismi di migra-
zione dal pool intravascolare a quello extravascolare.
La modifica della funzionalita leucocitaria provoca

una diminuzione della capacita di espressione del-
le citochine pro-infiammatorie. Infine, si produce un
reclutamento di granulociti immaturi nel pool intra-
vascolare. Lo scopo di questo studio preliminare &
quello di valutare l'efficacia dell’/Adacolumn leucoci-
taferesi nel diminuire la viremia, in tre pazienti affetti
da epatite C in lista d'attesa per trapianto di rene.

MATERIALI E METODI

Le caratteristiche demografiche e cliniche dei 3 pa-
zienti (1 maschio e 2 femmine) con un'etd media di 50
anni, che erano stati arruolati per la terapia con Ada-
column aferesi in questo studio, da Aprile a Giugno
2010, sono riportate nella Tabella I. Tutti i pazienti
presentavano una diagnosi di epatite cronica da Virus
C, erano gid sotfoposti a un trattamento farmacolo-
gico standard con INF-PEG e RBV ma erano No Re-
sponder alla terapia. Il tempo medio di attesa in lista
per trapianto di rene era di 18+7.9 mesi. | pazienti

TABELLA | - CARATTERISTICHE CLINICHE DEI 3 PAZIENTI PRIMA DELL'INIZIO DEL CICLO DI TRATTAMENTI

Pazenti Fta Sex HCV Viral Load Fibrosis ALT AST
genotipo (mil copies) status (mg/dl) (mg/dl)
Pt1l 45 M 1b 11.5 51 156 156
Pt2 08 F la 30 82 68 H68
Pt3 49 F 1b 8 581 1.1 180
Abbreviazioni: HCV: Virus C; ALT: Alanina aminotransferasi; AST: Alanina aspartato
cpd+ T cells CLE+ T cells CDl6+ T cells
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Fig. 1 - Variazioni dellimmuno-modulazione durante il follow-up.
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sono stati sottoposti a cinque sessioni di un‘ora, per
cinque giorni consecutivi. Limpostazione della pompa
volumetrica del sangue era di 30 mL/min e la durata
del trattamento era di 60 minuti. L'accesso al sangue
é stato ottenuto tramite una puntura venosa nella vena
antecubitale di un braccio con ritorno al paziente tra-
mite una puntura venosa nel braccio controlaterale.
Per la terapia anticoagulante, un bolo di 2.500 unité
di eparina non frazionata & stato iniettato nel siste-
ma extracorporeo all'inizio del trattamento. | pazienti
sono stati valutati durante i 5 giorni dall'inclusione,
con un follow-up a uno, a tre e a sei mesi. | parametri
valutati durante lo studio sono stati: 'THCV-RNA quan-
titativo (milioni/copie), le citochine pro-infiammatorie
(Tumor Necrosis Factor alpha e Interleuchina-6), i
cambiamenti di immuno-modulazione (CD4+, CD8+,
CD16+) e i parametri renali ed epatici. Inoltre, prima
del trattamento extracorporeo, il consenso informato

& stato ottenuto da tutti i pazienti verbalmente e per
iscritto dopo che erano stati informati delle finalita del-
lo studio e del tipo di procedura.

RisuttaTI

Dopo cinque trattamenti giornalieri mediante |'afe-
resi, non sono stati osservati cambiamenti delle co-
pie di HCV-RNA, dei livelli delle cellule pro-infiam-
matorie, dell'immuno-modulazione e dei parametri
epatici. Abbiamo osservato una riduzione della vi-
remia in associazione con una diminuzione dei livel-
li di citochine e un rapporto equilibrato delle popo-
lazioni sottolinfocitarie dopo 1 mese in un paziente
(Pt1) e dopo 3 mesi di follow-up in due pazienti (Pt2,
Pt3). Nella Figura 1 sono riportate le variazioni del-
le popolazioni sottolinfocitarie valutate. Il paziente

Fig. 2 - Variazioni dei parame-
tri epatici durante il follow-up.
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Fig. 3 - Modificazioni dei livelli
di citochine pro-infiammatorie
durante il follow-up.
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Fig. 4 - HCV-RNA (milioni/copie).

1 presentava un rapporto CD4+/CD8+ equilibrato
che si & mantenuto tale anche nei mesi successivi
del follow-up. Il paziente 2 ha evidenziato un rap-
porto alterato che si & equilibrato dopo il terzo mese
dal trattamento. Anche il paziente 3 evidenziava un
rapporto CD4+/CD8+ aﬁerato che, pero, si & rie-
quilibrato dopo il 1° mese. | pazienti 1 e 3 hanno
mostrato una maggiore riduzione degli indici epatici
(p<0.02) rispetto al paziente 2 come riportato nella
Figura 2 che, al momento dell’arruolamento, presen-
tava un MELD score e uno stato di fibrosi epatica
piv elevati rispetto agli altri due pazienti. La valuta-
zione delle citochine, come riportato nella Figura 3
ha mostrato una riduzione dell’ll-6 in tutti i pazienti.
In due pazienti (Pt1, Pt3), c'é stata una riduzione del
TNF-alta a 1 mese e a 3 mesi, rispettivamente. Il pa-
ziente 2 ha mostrato una riduzione del TNF-a solo
dopo 6 mesi dal trattamento aferetico. A é mesi
dall'inizio della terapia con Adacolumn tutti i pa-
zienti hanno mostrato una diminuzione importante
della viremia (Fig. 4).

DiscusSIONE

Molti dati suggeriscono che le manifestazioni cli-
niche e I'evoluzione del danno epatico HCV-corre-
lato sono determinate dalla risposta immunologica
dell’'ospite. L'immunitd adattiva dipende dal “sen-
sing” del Virus attraverso vari meccanismi dell'immu-
nita innata. L'interferenza virale sul riconoscimento
della risposta innata potrebbe contribuire a determi-
nare una perdita progressiva della risposta adattiva
durante le prime fasi dell'infezione cronica. L'ipo-
tesi & che '’Adacolumn aferesi (AA) potrebbe cam-
biare l'immunita cellulare agendo sulla risposta
immunitaria adattiva con una riduzione dei livelli
di cellule pro-infiammatorie e promuovendo una ri-
sposta virologica precoce. In questo studio, tutti i

pazienti hanno presentato una riduzione dei livelli
di citochine. Andoh et al. hanno evidenziato una
significativa diminuzione delle citochine pro-in-
fiammatorie dopo il trattamento con AA (14). Que-
sti risultati suggeriscono che sia la soppressione
funzionale dei leucociti circolanti che la rimozio-
ne quantitativa dei leucociti attivati contribuiscono
all'efficacia di questa terapia non farmacologica.
In concordanza con Hanai et al. (15, 16) abbiamo
riportato un'evidente riduzione della popolazione
sottolinfocitaria CD16+. Il fenotipo CD16+ & noto
per rilasciare grandi quantita di TNF-alfa (17) con
una conseguente espansione cellulare in condizio-
ni inflammatorie (18). Il paziente [Pt1] & stato |'uni-
co caso in cui la riduzione dei livelli di citochine,
con la diminuzione di elementi CD16+, & stata se-
guita da una riduzione della viremia dopo 1 mese
dal trattamento aferetico. In conclusione, questo
studio preliminare ha dimostrato che Adacolumn
aferesi non ha presentato alcun tipo di complica-
zioni emodinamiche e infettive e ha confermato
una riduzione su monociti, macrofagi e citochine,
con una riduzione della viremia nei pazienti trat-
tati. La comprensione del vero meccanismo d‘azio-
ne dell’Adacolumn pud contribuire allo sviluppo di
una nuova alternativa terapeutica per i pazienti
con epatite cronica C. AA potrebbe essere usato
da solo in pazienti non rispondenti alla terapia
antivirale con PEG-IFN, in associazione con la Ri-
bavirina o in combinazione con questi farmaci, al
fine di ridurre il dosaggio e i tempi di utilizzo.

RiAssuNTO

L'infezione da Virus C nei pazienti che effettuano tratta-
menti emodialitici rappresenta ancora una problematica
aftuale. Le terapie farmacologiche con intergrone e riba-
virina non possono essere applicate a tutti i pazienti per la
comparsa di effetti collaterali importanti. Inoltre i pazienti
che vengono sottoposti a tali terapie devono prolungare il
loro tempo in lista di attesa per un eventuale trapianto di
rene. Poiché monociti, macrofagi e granulociti sono consi-
derati siti extraepatici per la replicazione e disseminazio-
ne del virus, abgiamo utilizzato un’aferesi per rimuovere
queste cellule infettate dal sangue periferico. Il trattamento
che viene effettuato per cinque giorni consecutivi e non
presenta alcun tipo di effetto collaterale & in grado di ri-
durre la viremia in questi pazienti.
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