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1. BACKGROUND

Infiammazione e disregolazione immunitaria nei pazienti con

malattia renale cronica terminale

Secondo I’Australian National Health and Medical Research Council
circa 2.6 milioni di persone nel mondo sono affette da malattia renale
cronica allo stadio terminale (ESRD, End Stage Renal Disease) (1).
Sebbene il trapianto renale rappresenti la migliore opzione terapeutica, a
causa della scarsita di organi disponibili, la maggior parte di questi
pazienti ¢ dipendente dal trattamento dialitico. Nonostante gli importanti
progressi nella cura del paziente con malattia renale cronica (CKD,
Chronic Kidney Disease) tale malattia ¢ gravata da un elevato rischio
cardiovascolare e di mortalita, dipendente sia da fattori di rischio
tradizionali (ipertensione, dislipidemia, diabete mellito e obesitd) che
fattori di rischio non tradizionali (inflammazione cronica, disfunzione
endoteliale, stress ossidativo e disfunzione immunitaria) (2, 3). Tra tali
fattori di rischio I’infilammazione sistemica e la disfunzione immunitaria
sono i fenomeni presi in oggetto dal progetto di ricerca.

Nel paziente uremico con CKD in trattamento conservativo e, in misura
maggiore, nel paziente in emodialisi ¢ documentato un aumento della
concentrazione plasmatica di tossine uremiche circolanti, citochine pro-
inflammatorie e anti-inflammatorie e, piu in generale, di mediatori
dell’infiammazione da 1.5 fino a 200 volte rispetto al soggetto normale
(4) causato sia da una ridotta clearance renale dei mediatori
dell’inflammazione sia dall’aumentata produzione tissutale di tali
molecole con un bilancio complessivo a favore della componente pro-
infiammatoria (5). Solo un numero limitato di tossine uremiche ha un
ruolo noto e solo pochi composti sono conformi alla definizione di tossine
uremiche secondo Massry e Koch (6). Tuttavia, cido non esclude un loro
potenziale ruolo nella sindrome uremica, nella microinflammazione e
nella disfunzione immunologica che caratterizza il paziente in
trattamento emodialitico. Le tossine uremiche possono essere suddivise
in tre gruppi principali in base alle loro caratteristiche chimiche e fisiche

(7) (Tabella 1):



* Piccoli composti idrosolubili a basso peso molecolare (PM<0,5
kDa), come l'urea

» Composti legati alle proteine (PM<0,5 kDa), come il solfato indoxile
e p-cresolo

* Medie molecole (PM> 0.5 kDa), come la beta2-microglobulina
(B2M)

BASSO P.M. PM PROTEIN BOUND PM MEDIE MOLECOLE PM
(daltons) (daltons) (daltons)

ADMA mg/L 202 CMPF mg/L 240 Peptide natriuretico 3.080
atriale ng/L

Acido B guanidino 131 Fruttoselina mg/L 308 B2 microglobulina mg/L 11.818

propionico mg/L

Creatinina mg/L 113 Gliossalato ug/L 58 Cistatina C mg/L 13.300

Acido y guanidino 145 Omocisteina ng/L 145 Interleuchina-1 Bng/L 32.000

butirrico pg/L

Ipoxantina mg/L 136 Indossil solfato mg/L 241 Interleuchina-6 ng/L 24.500

Mioinositolo mg/L 180 Leptina mg/L 16.000 Catene leggere k mg/L 25.000

Acido orotico mg/L 174 P-Cresolo mg/L 108 Catene leggere Amg/L 45.000

Ossalato mg/L 90 Pentosidina ug/L 342 Leptina ug/L 16.000

Urea g/L 60 Fenolo mg/L 94 Paratormone ug/L 9.225

Acido urico mg/L 168 Acido ippurico mg/L 195 Fattore D Complemento 23.750
mg/L

Timina mg/L 126 Retinol binding protein 21.200 Retinol binding protein 21.200

mg/L mg/L

Xantina mg/L 152 Spermidina ug/L 145 Tumor necrosis factor- 26.000

ang/L

Tabella 1. Tossine uremiche (4).

Mentre le piccole molecole idrosolubili attraversano facilmente, per
diffusione, la membrana con tecnica emodialitica standard, le medie
molecole, le molecole di grandi dimensioni e le molecole legate a
proteine permangono in circolo (4). Sono stati identificati piu di 20
composti conformi alla definizione di medie molecole (8), diversamente
rimovibili mediante trattamento extracorporeo a seconda del loro peso
molecolare. All’interno di questa categoria rientrano la beta-2
microglubulina, considerata il principale marcatore di adeguatezza
depurativa nei confronti delle medie molecole, citochine pro e anti
infiammatorie, le chemochine e i fattori del complemento. Nel paziente
emodializzato risultano aumentati i livelli di citochine pro-inflammatorie
(IL-6, IL-1B, IL-18, IL-2), dell’interleuchina anti-infiammatoria IL-10, il
TNF (Tumor Necrosis Factor), 1 recettori solubili per il TNF (sTNFR-1



e sTNFR-2) e la proteina PTX3 (penetraxin-3) (4). In studi
osservazionali, la rimozione di queste molecole durante il trattamento
emodialitico correla con una minore morbilita e mortalita (9-13).
L’eziologia dello stato infiammatorio cronico nel paziente in emodialisi
¢ multifattoriale e i principali fattori causativi possono essere distinti in
dipendenti e indipendenti dal trattamento dialitico stesso.

Tra fattori indipendenti dal trattamento dialitico rientrano le comorbidita
(la vasculopatia polidistrettuale, il diabete mellito, la cardiopatia
ischemica, la malattia coronarica e le patologie autoimmuni), lo stato di
malnutrizione (14) e la sindrome uremica con ritenzione di tossine
uremiche. Altri fattori coinvolti potrebbero essere la traslocazione
batterica attraverso la parete intestinale edematosa a causa della
ritenzione idrica, e la maggiore suscettibilita alle infezioni, acute e
croniche, in parte dovuta all’eta avanzata e alle comorbilita (15).

I fattori connessi al trattamento emodialitico sono invece rappresentati
dal grado di biocompatibilita della membrana di dialisi, dal livello di
sterilita del bagno dialisi e del liquido di reinfusione, con conseguente
possibile esposizione alle endotossine, da eventuali disfunzioni/infezioni
a carico dell’accesso vascolare, dall’utilizzo di catetere venoso centrale o
fistola arterovenosa nativa o protesica e dall’adeguatezza dialitica che ne
consegue.

Il termine biocompatibilita si riferisce alla capacita di un materiale o di
una soluzione di entrare a contatto con il corpo umano senza causare
un’inappropriata risposta nell’ospite (16). Nel paziente in emodialisi la
membrana dialitica innesca una risposta infiammatoria complessa, ¢
tuttora non chiarita, che coinvolge 1 leucociti, i1 mediatori
dell’infiammazione, le piastrine, il sistema del complemento e i fattori
della coagulazione portando a flogosi, fibrosi, incremento del rischio
trombotico e disfunzione della risposta immunitaria (17;18).

Infine in emodialisi I’adeguatezza dialitica ¢ responsabile della capacita
depurativa e di rimozione di tossine uremiche e citochine pro-
inflammatorie (5); un aumento generalizzato della risposta inflammatoria
in pazienti con una ridotta funzionalita renale puo essere associato alla

riduzione della clearance di tali citochine e tossine con livelli sierici di



fattori come Proteina C Reattiva (PCR) e IL-6 inversamente correlati alla
clearance della creatinina (19;20).

La persistenza dello stato infiammatorio cronico nel paziente in
emodialisi ha un ruolo riconosciuto nella patogenesi dell’aterosclerosi
(21) e ha conseguenze importanti su numerosi outcome clinici quali
I’aumento del rischio di eventi cardiovascolari e della mortalita per tutte
le cause (22), I’incremento del rischio di sviluppo di calcificazioni
vascolari, di incidenza di protein energy wasting syndrome (PEW), di
disturbo depressivo e di disordini endocrinologici (ipotiroidismo
secondario e deficit di testosterone) (18) da qui I’importanza clinica di
contrastare lo stato inflammatorio tipico di questi pazienti.

Inoltre la progressione della CKD ¢ associata ad uno squilibrio tra
immunostimolazione ¢ immunosoppressione (23). Da un lato 1’'uremia
determina [’attivazione del sistema immunitario (24), d’altro canto,
paradossalmente, i pazienti con CKD e ESRD presentano segni di
disfunzione della risposta immunitaria quali un’aumentata suscettibilita
alle neoplasie e alle infezioni e una ridotta risposta alle vaccinazioni,
come nel caso del vaccino per I’epatite B (25). Il fatto che le infezioni
siano la principale causa di ospedalizzazione e la seconda causa di morte
nei pazienti con malattia renale allo stadio terminale (8) testimonia la
rilevanza clinica dell’alterato funzionamento del sistema immunitario.
La risposta immunitaria, ovvero la resistenza alle malattie, si suddivide
in immunita innata aspecifica e immunita adattativa o specifica, di cui
sono responsabili le PBMCs ovvero peripheral blood mononuclear cell
costituite da linfociti e monociti, cooperando tra di loro al fine di
difendere 1’organismo.

Piu dettagliatamente 1’'immunita innata ¢ rappresentata da quei
meccanismi preesistenti al contatto con i microrganismi ¢ che vengono
attivati tempestivamente in presenza di agenti patogeni prima che
I’organismo sia in grado di sviluppare una risposta immunitaria specifica
verso di essi, ed ¢ costituita da 1) barriere fisico/chimiche dell’organismo
come le cellule epiteliali; 2) cellule ad attivita fagocita
(polomorfonucleati neutrofili, macrofagi) e cellule ad attivita citotossica

(Linfociti Natural Killer detti NK); 3) il sistema del complemento, o altri



mediatori infiammatori; 4) citochine. A questo gruppo appartengono i
monociti, che producono mediatori infiammatori, hanno capacita
fagocitaria e vengono reclutati rapidamente nel sito d’infezione o in caso
di danno tessutale per differenziarsi in macrofagi.

L’ immunita adattativa ¢ costituita dall’insieme delle risposte di tipo
specifico attivate dal sistema immunitario verso i microrganismi patogeni
ed € composta da due bracci, uno cellulare (linfociti T) e uno anticorpale
o umorale (linfociti B e anticorpi).

La disfunzione immunitaria legata all’insufficienza renale terminale ¢
costituita da una complessa relazione tra disregolazione dell’immunita
innata e dell’immunita adattativa, i cui meccanismi fisiopatologici alla
base non sono tuttora chiariti. Per quanto concerne I’immunita innata, i
pazienti affetti da ESRD presentano un’aumentata attivazione basale dei
Toll-like receptors (TLR), del sistema del complemento, un’incrementata
espressione di molecole di adesione all’endotelio (integrine) e
un’iperattivazione dei polimorfonucleati neutrofili e dei monociti. Tale
“iperattivitd” si accompagna, tuttavia, a un’alterata capacita fagocitica
con secondario deficit di immunocompetenza e maggior rischio infettivo
(26). L’uremia porta inoltre ad alterazioni numeriche e funzionali delle
cellule mononucleate del sangue periferico con difetti dell’immunita
cellulo-mediata e umorale (27;28) mediata da linfociti T e B, forse
secondariamente alla persistenza di uno stato inflammatorio e all’alterata
escrezione di mediatori dell’infiammazione e di citochine (8;29). E noto
che i pazienti con insufficienza renale cronica presentano linfopenia del
sangue periferico, a causa di un aumento dei processi di apoptosi e
diminuzione dell’attivitd proliferativa dei linfociti a seguito di
stimolazione antigenica (8). Infine ¢ documentata in letteratura una
correlazione tra 1’aumentata attivazione dei linfociti T e dei monociti

circolanti e il processo aterosclerotico nel paziente in emodialisi (30).



Sottopopolazioni Linfocitarie e Malattia Renale Cronica

La malattia renale cronica determina, oltre che una disfunzione
dell’immunita innata, anche una disregolazione dell’immunita adattativa
sia per quanto riguarda il braccio cellulare che quello anticorpale.

I linfociti sono le cellule specializzate del sistema immunitario, aventi un
ruolo principale nell’immunita adattativa; originano nel midollo osseo a
partire da cellule staminali ematopoietiche. Sono suddivisi in linfociti B
eT.

I linfociti B maturano dapprima nel midollo osseo e, a seguito
dell’incontro con 1’antigene nel torrente circolatorio, si differenziano in
plasmacellule. Sono caratterizzati dall’espressione di molecole di
superficie CD3/CD19.

I linfociti T presentano quale marker di superficie la proteina CD3
(cluster of differentiation 3), identica in tutti i linfociti T. Vengono
definiti naive finché non incontrano 1’antigene e si trovano inizialmente
nel timo, organo in cui avviene la loro maturazione. In seguito
all’incontro con ’antigene, si differenziano poi all’interno degli organi
linfoidi secondari in cellule effettrici.

I linfociti T, a loro volta, possono essere suddivisi in differenti classi:

e linfociti T CD4+ helper (Th), in grado di coordinare ed aiutare la
risposta immunitaria, andando a produrre citochine che
favoriscono proliferazione e differenziazione dei linfociti T stessi,
linfociti B, macrofagi e leucociti

e linfociti T  CD8+ citotossici (CTLs), responsabili
dell’eliminazione di cellule infettate da virus, tumorali e
trapiantate, cio¢ presentanti antigeni estranei (non-self),
all’interno del complesso maggiore di istocompatibilita (MHC),
al T-cell receptor (TCR), espresso sulla superficie del linfocita.

Le molecole MHC nell’uomo prendono il nome di Human Leukocyte
Antigen (HLA) e sono suddivise in due classi, in grado di riconoscere e
distinguere diversi tipi di proteine antigeniche; molecole di classe I
presentano gli antigeni ai linfociti T citotossici (CD8) mentre quelle di

classe II ai Linfociti T helper (CD4).



La presenza di antigeni induce le cellule T CD4 a differenziarsi in cellule
T helper effettrici. La differenziazione dovuta alla produzione autocrina
di citochine, in particolare di IL-2 con funzione proliferativa ed induttiva,
porta le cellule Th a dividersi in Th1, Th2, Th17 e T regolatorie (Treg)
in base alle citochine che rilasciano dopo 1’incontro con I’antigene
(Figura 1), stimolando I’instaurarsi di una risposta umorale o cellulare
(31). Ognuna di queste sottoclassi ¢ coinvolta nella lotta contro specifici

microrganismi.

I-12

Figura 1: Differenziazione dei linfociti CD4+ dopo contatto con 1’antigene.

Le cellule Th1 hanno un ruolo fondamentale nel contrastare le infezioni
da microorganismi sia intracellulari che extracellulari. Derivano dalla
differenziazione delle cellule T CD4+ naive (ThO) in risposta all’'TL-12 ¢
interferone gamma (IFN-y) prodotti dalle antigen presenting cells (APC,
come le cellule dendritiche, i monociti/macrofagi e i linfociti B). La
funzione principale dei linfociti Th1 ¢ I’attivazione macrofagica che si
esplica attraverso la secrezione di IFN-y e I’interazione fra CD40 e CD40

Ligando (CD40L) linfocitario.



La funzione principale delle cellule Th2 ¢ invece quella di sopprimere la
reazione infiammatoria mediante la secrezione di citochine capaci di
inibire 1’attivazione macrofagica. Tali cellule si comportano dunque
come regolatorie e spesso la polarizzazione della risposta immunitaria in
senso Th2 caratterizza le fasi tardive della risposta infiammatoria. La loro
funzione ¢ mediata dalla produzione di IL-4 e IL-13, antagonisti
dell’TFN-y, e di IL-10 che esplica azione inibitoria sull’attivazione
macrofagica (32).

Le cellule Thl7 rappresentano una sottopopolazione linfocitaria
caratterizzata dalla produzione di interleuchina 17 (IL-17). Si sviluppano
a seguito di un processo di induzione, da parte di tumor growth factor
(TGF)-P e IL-6, coadiuvato dall’azione di IL-23, e inibito da IL-4 e [FN-
y. Oltre all’interleuchina pro infiammatoria 17, le Th17 sono responsabili
della produzione di IL-22, IL-6 e TNF-a, e presentano un caratteristico
fattore di trascrizione, ROR (retinoic acid-related orphan receptor) (33).
La loro principale attivita riguarda la difesa dell’organismo da patogeni
extracellulari e funghi, con un ruolo nella determinazione del danno
tissutale inflammatorio e nell’autoimmunita.

Le cellule T regolatorie (CD4+CD25+Foxp3+) dette Treg, hanno un
ruolo anti-infiammatorio e sono coinvolte nella regolazione della risposta
immunitaria, nel controllo della risposta antitumorale e
dell’autoimmunita mantenendo I’omeostasi e la tolleranza nei confronti
degli antigeni self attraverso molteplici meccanismi tra cui la produzione
di IL-10 e TGF-B, il contatto cellula-cellula con inibizione della
produzione di IL-2 e IFN-y sulle cellule bersaglio e la proliferazione dei
linfociti T. E stato ipotizzato che la loro azione abbia un ruolo anche nelle
fasi successive al trapianto renale, promuovendone la tolleranza e
limitandone i casi di rigetto (34). Sebbene esistano diversi sottogruppi di
Treg, quelli piu potenti e ben differenziati sono quelli esprimenti il
marker FoxP3 CD4+.

E ancora sconosciuto il ruolo del rapporto tra Treg e Thl7. Lo shift
differenziativo nell’'una o nell’altra linea cellulare dipende fortemente
dall’ambiente citochinico tissutale. In presenza di TGF-B e di un elevata

concentrazione di citochine pro-infiammatorie, quali IL-6, IL-21, IL1- 8
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e TNF-a favoriscono la differenziazione in senso Thl7, invece, la
presenza di IL-2 e una concentrazione di citochine pro-infiammatorie
relativamente bassa, induce la differenziazione dei linfociti CD4+ naive
in senso T regolatorio (35).

Esistono inoltre i linfociti T di memoria che possono sopravvivere in uno
stato di quiescenza o replicarsi molto lentamente anche per molti anni
dopo I’eliminazione dell’antigene.

Infine esistono 1 linfociti NK che appartengono al comparto
dell’immunita innata. Derivano da un progenitore comune ai linfociti T e
sono implicati nella difesa dalle cellule infette da virus e cellule
neoplastiche. Rappresentano una sottopopolazione T linfocitaria che
esprime marcatori di superficie propri sia dei linfociti T che delle NK
(CD56 e CD16). Le cellule NK possiedono un fenotipo di attivazione o
memoria caratterizzato dall'espressione di CD44, CD69 e CD122 e sono
presenti nella maggior parte dei tessuti in cui si trovano le cellule T, in
particolare fegato, midollo osseo, milza e timo. A differenza dei linfociti
T le NKT non riconoscono antigeni, ma glicosfingolipidi presentati dalla
proteina CD1d (espressa sulle APC). Agiscono mediante il rilascio di
citochine inflammatorie tra cui [FN-y, TNF-a, IL-10 e GM-CSF, nonché
varie chemochine ¢ hanno attivita citolitica immediata, entro 90 minuti,
senza necessita di precedente attivazione (36; 37).

Tra le citochine infiammatorie ¢ importante ricordare il ruolo dell’IFN-y,
implicato sia nell’immunita innata che adattativa, prodotto da linfociti
NK, CD4+ e CD8+. E responsabile dell’attivazione dei macrofagi e della
loro attivita microbicida, dell’aumentato riconoscimento dei patogeni
mediante incremento della presentazione dell'antigene da parte delle
APC, dell’attivita antivirale e della secrezione di molecole co-
stimolatorie con stimolazione dei linfociti e promozione della
differenziazione dei linfociti Th1CD4+ intensificando la sorveglianza
immunitaria in corso di l'infezione. Negli ultimi anni gli studi su IFN vy si
sono concentrati sulla sua azione antifibrotica, immunomodulatoria e
antiproliferativa con effetti sull’apoptosi. Cosi come le altre citochine
anti fibrotiche anche I’IFN-y ¢ ridotto nei pazienti affetti da CKD e ESRD

(38) e cio provoca un incremento dello stato pro-infiammatorio.
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Vari studi si sono concentrati sull’espressione e la proliferazione di
particolari sottopopolazioni linfocitarie in condizioni di malattia renale
cronica. In particolare ¢ stata riscontrata una riduzione dei linfociti T ¢ B
circolanti nei pazienti con insufficienza renale cronica tuttavia i dati di
letteratura rimangono controversi ¢ la maggior parte delle evidenze
disponibili riguarda il paziente in emodialisi (39-41).

Xiang F et al. hanno recentemente osservato, su 472 pazienti con vario
grado di malattia renale cronica, una riduzione della conta linfocitaria
proporzionale al calo della velocita di filtrazione glomerulare stimata
(eGFR) e una prevalenza di cellule NK rispetto alle cellule B nei pazienti
con stadio piu avanzato di insufficienza renale cronica anche dopo
correzione del dato per eta, sesso e comorbidita. Il dato era ancor piu
evidente nel sottogruppo di pazienti in trattamento emodialitico (26).
Litjens et al hanno dimostrato una correlazione fra la perdita della
funzione renale e la riduzione del numero di cellule T CD4+ naive, T
CD8+ naive e dei linfociti T di memoria. Gli stessi autori inoltre
evidenziavano un’aumentata espressione di marcatori di attivazione T

cellulare (CD25 e CD27) (25).

Benché¢ la letteratura sia concorde nel definire iperattivo e
paradossalmente disfunzionale il sistema immunitario di questi pazienti,
non sussiste univocitda sull’interpretazione del profilo delle
sottopopolazioni T linfocitarie nel paziente in emodialisi. Le ipotesi
patogenetiche riguardo la disfunzionalita T cellulare nel paziente con
CKD/ESRD sono molteplici e nessuna vanta dati sperimentali conclusivi
a suo conforto. Le principali teorie riguardano un’anomala presentazione
dell’antigene, il ruolo dello stato di inflammazione cronica, 1’alterazione
del profilo citochinico, la disfunzione dei linfociti T e I’esposizione al
trattamento emodialitico stesso (42).

Molti studi mostrano che il numero di cellule CD3+, CD4+ e CD8+
diminuisce nei pazienti in trattamento emodialitico € numerosi Autori
sostengono che la stessa procedura emodialitica induca apoptosi dei
linfociti T (43), in particolare Borges et al hanno dimostrato, in 12

pazienti sottoposti a emodialisi, una riduzione dei linfociti CD3+
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circolanti (soprattutto CD4+) tra inizio e fine dialisi. Secondo gli Autori
tale riduzione potrebbe essere conseguenza dell’elevata concentrazione
di linfociti CD3+ e CD4+ apoptotici riscontrati al termine del trattamento
emodialitico (44).

Analogamente, in uno studio piu recente Lisowska et al. hanno descritto
un aumento del rapporto CD4/CD8 dopo una singola seduta emodialitica
come conseguenza di una riduzione dei linfociti CD8+ e non un aumento
dei CD4+(45).

Katarzyna et al, invece, hanno dimostrato che la seduta di emodialisi
ripetuta influenza il fenotipo e la proliferazione dei linfociti T CD4+. 1
linfociti T CD4+ dei pazienti in emodialisi hanno mostrato un'espressione
significativamente ridotta della molecola CD28 dopo stimolazione in
vitro con anticorpi anti-CD3, rispetto ai pazienti con malattia renale
cronica in fase pre-dialitica e ai controlli sani. Sono stati rilevati anche
una diminuzione della percentuale di linfociti CD4+ CD28+ proliferanti
in vitro, un numero ridotto di divisioni cellulari dopo 72 ore di
stimolazione in vitro e un tempo GO — G1 prolungato rispetto ai controlli
sani (46).

Numerosi studi suggeriscono che la CKD e il trattamento emodialitico
favoriscano una stimolazione cronica delle cellule T e possano scatenare
un ridotto rilascio da parte del timo di linfociti T naive e un blocco della
loro replicazione, nonostante mantengano ancora la capacita di secernere
citochine. Questa condizione ¢ definita senescenza prematura indotta da
stress (47) ed ¢ stato riscontrato sia nelle cellule T CD4+ che nelle CD8+
(25). Dal punto di vista fenotipico questa condizione ¢ caratterizzata dalla
presenza sulla superficie cellulare dell’antigene CD57, un marker di
invecchiamento replicativo, in particolare i linfociti T CD57+ in vitro non
proliferano dopo stimolazione antigenica e sono altamente sensibili
all’apoptosi a seguito dell’attivazione (48, 49). Per tali ragioni, questa
molecola ¢ entrata a far parte del pool di marcatori che individuano una
disfunzione immune, associata a numerose malattie infiammatorie (50-
54). Un fattore che influenza tale processo di invecchiamento ¢ 1’eta del
paziente e I’emodialisi ¢ associata ad un moderato invecchiamento delle

cellule T della memoria nei pazienti di eta superiore ai 50 anni (55).
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D’atro canto Rama, Llaud¢ et al hanno osservato una sovra-regolazione
dei marcatori di maturazione e di citochine pro-infiammatorie (IL-6, IL-
1, IL-8, IL-10 e TNF-a) nei pazienti a seguito di trattamento emodialitico
convenzionale che ha indotto una proliferazione di cellule T due volte
maggiore rispetto al trattamento di emodiafiltrazione on line (56). Inoltre
la terapia emodialitica altera la componente linfocitaria, con il riscontro
a fine seduta di un aumento delle cellule generalmente considerate
responsabili del rigetto del trapianto (cellule T CD4 +, cellule T CD4 +
HLA-DR +, cellule T CD3 + CD25 +, cellule effettrici CD8 + e cellule T
CD8 + CCRS5 +) ma anche un leggero aumento nelle cellule che
potrebbero indurre tolleranza (Treg, HLA-DR + Treg) (57).

Alcuni studi hanno evidenziato un profilo T linfocitario orientato verso i
Thl nei pazienti in emodialisi mentre altri hanno registrato uno
sbilanciamento verso la risposta Th2 mediata (58-60).

Secondo Alvarez-Lara et al. i linfociti Thl dei pazienti in emodialisi
presentano una diminuita espressione della molecola anti-apoptotica Bcl-
2, che li rende piu suscettibili all'apoptosi, indipendentemente
dall'esposizione alla membrana dialitica (61) I meccanismi alla base di
questi risultati non sono noti e si suggerisce che le tossine uremiche
possano agire direttamente sui linfociti.

Mansouri et al hanno confrontato le cellule CD4+ isolate da PBMC di 10
pazienti in emodialisi con quelle isolate da 10 controlli sani rilevando una
sostanziale stabilita del numero di Thl e una riduzione significativa dei
Th2 e dei Treg. Dopo stimolazione delle cellule in coltura con
enterotossina stafilococcica A gli Autori evidenziavano, nel surnatante
dei pazienti in emodialisi, un’aumentata presenza di IFN-y e una
riduzione del’IL-4, dimostrando una risposta cellulo-mediata orientata
verso 1 Th1 anche dopo minimizzazione dei fattori confondenti derivanti
dalle interazioni fra le PBMC (42).

Controversi sono il ruolo e la variazione numerica dei Treg
nell’insufficienza renale cronica e nel paziente in dialisi (30,62,63).
Recentemente le cellule Treg e le cellule Th17 sono state descritte come
due popolazioni cellulari aventi effetti opposti in vivo (64) ed ¢ stato

ipotizzato uno squilibrio a favore delle Th17 nel paziente in emodialisi
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cronica quale possibile fattore contribuente allo stato infiammatorio
cronico e all’elevato rischio cardiovascolare presenti in questa categoria
di pazienti.

Zhang et al. hanno dimostrato che pazienti in emodialisi presentavano,
rispetto a soggetti sani, un aumentato numero di Th17 e di citochine
correlate ai Th17 e, al contempo, un ridotto numero di Treg e di citochine
ad esse relate. Tale rilievo era maggiormente evidente nei pazienti a piu
elevato rischio cardiovascolare (30). La correlazione fra polarizzazione
in senso Th17 e rischio cardiovascolare ¢ documentata in letteratura. E
stata evidenziata, infatti, un’aumentata espressione dei recettori per IL-
17 nelle cellule della parete vascolare durante il processo di formazione
della placca aterosclerotica (65) ed ¢ noto che IL-17 agisce
sinergicamente al TNF-a nella determinazione del microambiente
infiammatorio favorendo il danno endoteliale e I’aterosclerosi (66). A
contribuire allo sviluppo di un ambiente microinfiammatorio con
conseguente potenziale aumento del rischio cardiovascolare concorre un
incremento della PCR e dell’IL-6 con conseguente polarizzazione della
risposta immunitaria in senso Th1, come evidenziato sempre dallo studio
di Zhang (30).

Al contrario le cellule Treg giocano un ruolo protettivo nei confronti dello
sviluppo dell’aterosclerosi (67) Tuttavia questa popolazione sembra
ridursi in condizioni di malattia renale cronica; infatti una recente
metanalisi ha documentato che nei pazienti con CKD stadio 5, rispetto ai
controlli sani, il rapporto Treg/CD4+ risultava ridotto e che cid non
sussisteva quando il confronto era effettuato fra pazienti con CKD stadio
5 e pazienti in emodialisi ponendo il sospetto che la riduzione delle Treg
potesse essere secondaria all’uremia di per sé¢ e non conseguenza del
trattamento extracorporeo (68). Anche Hendrikx et al hanno osservato un
ridotto numero e una disfunzione delle Treg in pazienti in emodialisi
rispetto ai controlli sani (63). Libetta et al invece in uno studio su sette
pazienti in emodialisi trisettimanale con membrana in Cuprophan /ow-
flux hanno evidenziato un maggior numero di Treg rispetto ai controlli
sani e cid rimaneva valido anche al termine di un periodo di osservazione

di 6 mesi. Gli autori sottolineavano che il diverso effetto del trattamento

15



dialitico sulle Treg potrebbe essere spiegato, almeno in parte, dalle
diverse membrane utilizzate e dal loro grado di biocompatibilita (69), si
specifica che il tipo di membrana non era riportato nello studio di
Hendrikx.

Infine i linfociti NK CD 56+ sono responsabili di un potenziamento del
danno infiammatorio a carico delle cellule renali, mediante la produzione
di IFN-y in corso di condizioni quali CKD e ESRD (70, come dimostrato

nel modello murino.

Le Membrane di Dialisi

Come precedentemente espresso 1’eziologia dello stato infiammatorio
cronico nel paziente in emodialisi ¢ multifattoriale e i principali fattori
causativi possono essere distinti in dipendenti e indipendenti dal
trattamento dialitico stesso. Tra 1 fattori connessi al trattamento
emodialitico sono rappresentati tutti i componenti del circuito dialisi, in
particolare la sterilitd del bagno dialisi e del liquido di reinfusione,
eventuali disfunzioni/infezioni a carico dell’accesso vascolare, la
tipologia di accesso vascolare come catetere venoso centrale, fistola
arterovenosa nativa o protesica ed infine la membrana di dialisi.

Appare pertanto evidente come la membrana di dialisi rappresenti un
elemento cruciale nell’eziologia dello stato infiammatorio cronico nel
paziente con ESRD, a seguito di numerose sue caratteristiche, in
particolare per la sua biocompatibilita e per la sua permeabilita, ovvero
la sua capacita di provvedere alla escrezione di medie molecole, e quindi
di mediatori dell’inflammazione, implicati nella genesi del rischio
cardiovascolare e nella disfunzione immunitaria.

Si definisce biocompatibilita la capacita di causare la minore reazione
infiammatoria possibile nel sangue che viene a contatto con i materiali
artificiali del circuito extracorporeo (71). La biocompatibilita rappresenta
una caratteristica fondamentale per un dispositivo preposto ad effettuare
una depurazione extracorporea in situazioni di cronicita e ripetitivita
continua come le membrane di dialisi. Tuttavia, a piu largo spettro, tutti

gli aspetti del circuito dialitico influenzano la biocompatibilita,
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includendo la composizione del dialisato e del reinfusato, il tipo di
clearance (diffusa o convettiva), le procedure di sterilizzazione iniziale e
successive per il riutilizzo, materiali residui dal processo di
fabbricazione, il materiale e la permeabilita/porosita della membrana
dialitica, responsabile della cosiddetta backfiltration o back-diffusion.
Questo fenomeno, generato dai sistemi di controllo dell’ultrafiltrazione,
¢ dovuto ad una inversione del gradiente di pressione nel filtro che da
luogo al passaggio di ultrafiltrato dal lato dializzato al lato sangue. Nella
parte iniziale del filtro la pressione transmembrana (TMP) risulta positiva
e di conseguenza si ha rimozione convettiva e diffusiva dei soluti, ma
quando si raggiunge la parte distale dello stesso, il valore della TMP
diminuisce a tal punto da diventare negativa con back transport del
liquido di dialisi in entrata, con movimento di impuritd, come
endotossine, nel flusso sanguigno durante la dialisi, da qui la necessita
che ne venga garantita la qualita e la purezza.
Infine alcune membrane contengono il Bisfenolo A (BPA), una tossina
che durante il trattamento puo venire rilasciata e assorbita nel sangue con
conseguente accumulo, essa puod causare aterosclerosi, diabete, sindrome
metabolica, insulino-resistenza, obesita ¢ malattie cardiovascolari (72).
Le membrane costituiscono 1 filtri dializzatori. Trattasi di masse
spugnose con pori di varia grandezza, il cui ruolo ¢ quello di separare il
compartimento sangue dal dialisato e di trasportare soluti di diverse
dimensioni in maniera selettiva mediante processi id scambio diffusivi
e/o convettivi. Esse sono caratterizzate da alcuni parametri funzionali che
ne determinano le proprieta e gli usi:
e Areadiscambio A: la superficie effettiva che entra in contatto con
il sangue e ne permette la depurazione
e Diametro interno delle fibre: ¢ compreso trai 100 um e 1300 pm,
aumentando il suo valore, aumenta anche 1’area di scambio
e Spessore delle fibre: determinante nel passaggio dei soluti per
diffusione secondo la legge di Fick
e Dimensioni e morfologia dei pori: ovvero gli “spazi” attraverso
cui passano i soluti; tali variabili dipendono dal materiale a cui

appartengono le membrane; le membrane cellulosiche hanno
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un’alta dispersione della dimensione media dei pori a differenza
di quanto avviene nelle membrane sintetiche. Infine, a seconda
della loro struttura, possono essere classificate come microporose
(simmetriche) o asimmetriche; le membrane microporose sono
poi ulteriormente suddivise in isotrope, che presentano pori di
dimensioni uniformi in tutta la membrana, o anisotrope, in cui,
invece, le dimensioni dei pori cambiano passando da una
superficie all’altra (lato sangue-lato dializzato)

Coefficiente di Sieving SC: il rapporto tra la concentrazione di un
soluto nell’ultrafiltrato in uscita dal filtro e la concentrazione
dello stesso nell’acqua plasmatica in ingresso del filtro; ¢
determinato dalle caratteristiche del soluto (il peso molecolare) e
dalle caratteristiche fisiche della membrana, come per esempio la
dimensione e la morfologia dei pori (che a loro volta dipendono
dal materiale)

Coefficiente di ultrafiltrazione Kuf: ovvero la permeabilita
idraulica definita come il flusso d’acqua per unita di area della
membrana per il gradiente di pressione (ml/min/cm2/mmHg),
capace di determinare la rimozione di medie molecole per
convezione. Il Kuf dipende in gran parte dal tipo di materiale
utilizzato per la membrana e dalla dimensione dei pori. La
necessita di ottenere un trattamento sostitutivo artificiale della
funzione renale efficace nella rimozione delle medie molecole ha
portato allo sviluppo di membrane di filtri dializzatori a sempre
maggiore permeabilita idraulica. Le membrane attualmente
utilizzate sono classificate in due gruppi principali: membrane
low-flux (LF) o a basso flusso con basso coefficiente di
permeabilita idraulica (Kuf < 20 ml/h/mmHg di pressione
transmembrana), € membrane Aigh-flux (HF) o ad alto flusso con
aumentata permeabilita idraulica (Kuf > 20 ml/h/mmHg) in grado
di rimuovere tossine a medio peso molecolare. Le membrane Aigh
flux comportano una riduzione della mortalita cardiovascolare del
15% (73), tuttavia presentano un maggior rischio di backfiltration

e di eliminare, insieme ai soluti tossici anche sostanze utili come
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I’albumina. La soglia del rischio ¢ rappresentata dal “muro
dell’albumina™: il peso e la dimensione di tale proteina possono
essere ritenuti un limite di sicurezza non oltrepassabile dal cut-off
della membrana. L'ipoalbuminemia ¢ un forte perditore di morte
cardiovascolare e un decremento nei primi 6 mesi dopo I’inizio
del trattamento emodialitico ¢ risultata associata a un aumentato
rischio di morte per tutte le cause (74)

o Coefficiente di permeabilita diffusiva KoA: coefficiente di
trasferimento di massa, ¢ la capacita intrinseca del dializzatore di
rimuovere un particolare soluto, inversamente proporzionale alla
resistenza totale dei tre “compartimenti” che si oppongono al
movimento diffusivo: il lato sangue con le proprieta dei soluti, la
membrana e le sue proprietd come lo spessore e il comparto
dializzato. Misurata in ml/min, viene espresso come KoA
dell’urea. Vengono distinti due tipi di membrane, KoA< 500
ml/min membrane a bassa efficienza, KoA> 600 ml/min
membrane ad alta efficienza

e Cut off: ovvero il limite di separazione, la massima permeabilita
di una membrana ad un soluto, definito come il valore del peso
molecolare al quale corrisponde un Sieving coefficient di 0.1
(10%). 1l Cut Off puo variare da membrana a membrana,
generalmente ¢ pari a circa 50000 Da, peso molecolare
leggermente inferiore a quello dell’albumina (60000-65000 Da).
Ad oggi sono state sviluppate membrane ad elevato cut off (HCO
high cut off) e a medio cut off (MCO) di cui tratteremo in seguito.

In merito al materiale di cui sono composte le membrane possono essere
classificate in due grandi famiglie, cellulosiche e sintetiche
(ulteriormente distinte in idrofiliche e idrofobiche), ma questi concetti,
con il progresso biotecnologico, tendono ad assumere contorni sempre
piu sfumati in presenza di ibridazioni mirate allo sviluppo di
caratteristiche specifiche. Oggi esiste in effetti la possibilita di rendere le
membrane pit o meno idrofiliche con l'aggiunta di polimeri idrofilici

come il polivinilpirrolidone (PVP) all'interno della struttura.
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Le membrane cellulosiche sono costituite da cellulosa, ovvero un
polimero naturale insolubile semicristallino derivato dalla ripetizione di
unita di cellobiosio. Queste membrane sono le prime ad essere entrate in
commercio e sono in grado di attivare il sistema del complemento e
I’immunita cellulare leucocitaria inducendo una reazione infiammatoria,
il che le rende scarsamente biocompatibili (75). Tale caratteristica ¢ data
dalla presenza di gruppi idrossilici. Per la preparazione di queste
membrane vengono utilizzati derivati ottenuti per acetilazione (acetato,
diacetato e triacetato) o per formazione di complessi amminici con il
rame (cuprammonio), successivamente sciolti in solventi, ottenendo
materiale idrofilo e con porosita tale che conferisce loro una elevata KoA
per i soluti a basso peso molecolare, mentre il trasporto di quelli a peso
medio-alto viene generalmente penalizzato. Le capacita di adsorbimento
proteico sono ridotte, caratteristica che deriva dalla scarsa
emocompatibilita ma che, d'altro canto, garantisce una buona costanza di
prestazioni durante il trattamento. Le principali membrane di questa
categoria sono le membrane cellulosiche non modificate come il
cuprofano (Cuprophan®), I’acetato di cellulosa e il diacetato di cellulosa.
Il cuprofano ¢ considerato come la madre di tutte le membrane, pud
essere impiegata in emodialisi standard non essendone proponibile
l'impiego in trattamenti in cui sia presente la convezione a causa del
modesto Kuf e dati i notevoli problemi per quanto riguarda
I’emocompatibilita, per tali motivi sta cadendo in disuso nonostante il
basso costo. Esistono poi membrane cellulosiche modificate come
I’Hemophan® e il triacetato di cellulosa. La prima ¢ una membrana
idrofobica /low flux, ottenuta introducendo gruppi amminici terziari in
sostituzione dei gruppi idrossilici al fine di migliorarne
I’emocompatibilita. La seconda invece (Solacea™ di Nipro), dal punto
di vista depurativo, sembra costituire il punto di incontro fra le membrane
cellulosiche (alto KoA per i soluti a piccolo peso) e le membrane
sintetiche (buon KoA per i soluti a medio-alto peso), I'elevato Kuf la
rende adatta alla dialisi high-flux (76).

Le membrane sintetiche invece sono quelle piu utilizzate in ambito

dialitico perché sono maggiormente biocompatibili, in quanto i gruppi
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idrossilici vengono mascherati (77), e garantiscono miglior efficacia
convettiva con eliminazione di sostanze a piu alto peso molecolare (ad
es. la B 2 microglobulina) grazie alla presenza di pori di dimensione
media e concentrazione decisamente superiori rispetto alle membrane
cellulosiche. Ad eccezione del copolimero etilenvinilalcol (EVAL), le
membrane sintetiche sono tutte idrofobiche, tale caratteristica ¢
responsabile del fenomeno della backfiltration, presente in piccola parte
durante I’emodialisi (HD) standard, mentre ¢ rilevante nell’high flux HD
ed ancora di piu nell’emodiafiltrazione (HDF). Per questo si ¢ cercato di
aumentare le caratteristiche idrofiliche attraverso 'utilizzo di additivi e
copolimeri. L’idrofobicita tuttavia ¢ responsabile anche del caratteristico
adsorbimento che rappresenta un metodo alternativo per la rimozione di
sostanze medio peso molecolare come la B-2-microglobulina e di altre
proteine come I’albumina e il fibrinogeno. Esempi di membrane con
capacita adsorbitive sono il polimetilmetacrilato (PMMA), il
poliacrilonitrile AN69 e, in forma inferiore, polisulfone.

La prima membrana per dialisi sintetica ad alta permeabilita prodotta ¢ il
poliacrilontrile (PAN), disegnata per venire incontro alle complicanze
relate al trattamento emodialitico come la valsculopatia periferica e la
malnutrizione (78). Si tratta di membrane high flux, adatte sia per
I’emodiafiltrazione che per 1’emofiltrazione. Ne esistono varie versioni,
PAN AN69® (Baxter), PAN Asahi, AN69ST (Baxter) in cui il PAN
viene coperto da uno strato di polietilenimmina (PEI) e HeparAN
(heparin-grafted AN 69 ST ovvero Evodial).

Le membrane in polimetilmetacrilato (PMMA), prodotte dalla Toray
(serie B2, B3, BG), sono membrane sintetiche asimmetriche e idrofobe,
costituite da un idrogel ad elevato contenuto in acqua. Il PMMA viene
utilizzato sia in emodialisi standard in trattamenti high-flux che in
emodiafiltrazione. Le sue caratteristiche di emocompatibilita sono buone
ed ¢ in grado di rimuovere molecole a medio peso molecolare come la 2
microglobulina e le catene leggere delle immunoglobuline (56.000 Da)
quasi esclusivamente per adsorbimento (la componente diffusivo-
convettiva ¢ praticamente trascurabile). Puo essere usato per ridurre

l'inflammazione nei pazienti durante HD rimuovendo composti cationici
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e citochine. Contribuisce anche alla conservazione della massa muscolare
negli anziani (probabilmente dovuta ad una ridotta perdita di aminoacidi)
e una riduzione del prurito (79).

Le membrane sintetiche in polisulfone e in poli(aril)etersulfone sono
quelle con piu versatilita e che hanno avuto il piu grande successo sul
mercato. La grande versatilita e resistenza di questo materiale ha
permesso, negli anni, diverse modifiche in ambito industriale con una
conseguente copertura di tutti i tipi di trattamento emodialitico. Si tratta
di membrane asimmetriche idrofobiche ad alta permeabilita con buone
caratteristiche di emocompatibilita, disponibili in versioni a diverso Kuf
(high-flux, middle-flux e low-flux) e KoA e si prestano bene ad un
impiego anche in terapie convettive. Tra i marchi piu importanti per le
membrane in polisufone si ricordino Helixone® di Fresenius (serie FX),
Toraysulfone® della Toray (disponibile solo per trattamenti high flux),
mentre per quelle in polietersulfone si sottolineano il PEPA® (Polyester
Polymer Alloy) della Nikkiso, con maggior capacita di assorbimento di
proteine rispetto a tutti gli altri polisulfoni (in particolare assorbimento di
B-2-microglobulina); Arylane® (poliariletersulfone + PVP) meno
idrofobo e Polyamix™ della Baxter, con piccola aggiunta di poliammide.
Infine il copolimero etilenvinilalcool (EVAL®) ¢ una membrana sintetica
simmetrica relativamente idrofilica, simile nella struttura e nella
morfologia al Cuprophan e alle altre membrane cellulosiche, ma con
buone caratteristiche di emocompatibilita, che si manifestano con una
ridotta stimolazione dei processi della coagulazione rendendola adatta
per trattamenti senza eparina. E classificabile come membrana a basso
flusso e il suo campo di applicazione ¢ limitato a trattamenti di tipo
esclusivamente diffusivo. Si associa a minor grado di inflammazione e
ridotta progressione dell'aterosclerosi, che si traduce in una riduzione
degli eventi cardiovascolari nei pazienti in HD (80).

La membrana di dialisi rappresenta quindi un elemento cruciale
nell’eziologia dello stato infiammatorio cronico nel paziente con ESRD
a seguito di numerose sue caratteristiche, in particolare per la sua
biocompatibilita e per la sua permeabilita idraulica e diffusiva. Pertanto

la necessita di ottenere un trattamento sostitutivo artificiale della funzione
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renale efficace in termini di rimozione delle medie molecole, implicate
nell’incremento del rischio cardiovascolare e nella disfunzione
immunitaria, ha portato allo sviluppo di membrane di filtri dializzatori a
sempre maggiore permeabilita idraulica.

Lo sviluppo di tecniche dialitiche miste in grado di associare la
componente convettiva a quella diffusiva (HDF) con membrane Aigh-
flux, permette di ampliare la gamma di molecole uremiche rimovibili
durante il trattamento extracorporeo e in particolare ha permesso di
incrementare la clearance delle medie molecole (4). Cido ¢ stato reso
possibile dall’impiego di HDF con liquido di reinfusione on-line
ultrapuro che consente di massimizzare il flusso convettivo durante la
singola seduta dialitica a valori superiori a 20 litri per seduta mostrando
benefici in termini di rimozione di medie molecole rispetto all’HD,
tuttavia il dibattito sull’efficacia dell’HDF sugli hard clinical end-point
¢ tuttora aperto (21, 81). I dati aggregati di quattro studi hanno
confermato la superiorita dell’HDF on line con alti volumi convettivi (>
23 L) in termini di ridotta mortalita complessiva e in termini di mortalita
cardiovascolare. Cio tuttavia non valeva per il rischio di morte
improvvisa e di morte per cause infettive (82). I pazienti con maggiore
tasso di comorbidita, tuttavia, perd, avevano minore probabilita di
raggiungere il volume convettivo richiesto (83).

I recenti studi MPO, CONTRAST e ESHOL supportano il concetto di
ampia rimozione di molecole quale fattore di miglioramento della
sopravvivenza, grazie all’impiego di membrane con elevata porosita.
Queste recentissime evidenze hanno portato ad una modifica delle
European Best Practice Guide (EBPG) che indicano nell’uso delle
membrane ad alto flusso la migliore sopravvivenza dei pazienti in
trattamento sostitutivo cronico (81; 84,85).

L’impiego delle membrane ad alto cut-off (High Cut Off, HCO), in grado
di eliminare soluti ad alto peso molecolare compresi tra 20 kDa e 50 kDa
grazie all’aumento del diametro medio dei pori, ha invece trovato
indicazione solo in specifiche condizioni cliniche come la nefropatia da
mieloma per la rimozione delle catene leggere libere, la rabdomiolisi per

la rimozione della mioglobina in pazienti con traumi e la sepsi per la
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rimozione di molecole infiammatorie. Cio ¢ dovuto alle elevate perdite
di albumina (86) che ne limitano 1’uso nella dialisi in cronico.
Recentemente sono state sviluppate membrane a medio cut-off (Medium
Cut Off;, MCO), impiegate nella cosiddetta emodialisi expanded, ovvero
in emodialisi standard ma con membrane high-flux (KUF 48
ml/h/mmHg) con cut-off pari a 25 KDa che presentano una gaussiana di
distribuzione della dimensione dei pori stretta e allo stesso tempo vicina
al limite di perdita dell’albumina senza tuttavia superarlo, che consente
un’efficace rimozione delle medie molecole riducendo le perdite di
albumina (4). Fa parte di questo gruppo di membrane il Theranova
progettato da Baxter. L’utilizzo di tali membrane ha reso 1’emodialisi
standard con membrane MCO paragonabile o superiore, in termini di
depurazione delle medie molecole, all’emodiafiltrazione in post-
diluizione con filtri high flux (4,87).

In particolare Kirsch et al. hanno dimostrato che la clearance delle medie
molecole ¢ generalmente maggiore con una membrana a MCO rispetto
alla HD con filtri ad alto flusso, e simile o maggiore alla clearance con
HDF. La perdita di albumina risultava moderata con i filtri a MCO, ma
superiore a quella con HD e HDF ad alto flusso (88).

In un recente trial randomizzato cross-over su 48 pazienti in emodialisi
standard Zickler et al. hanno riscontrato un beneficio dall’impiego di una
membrana a medio cut off rispetto alla membrana high flux in pazienti in
emodialisi standard in termini di riduzione dell’'mRNA di TNF e IL-6 in
monociti circolanti e di riduzione dei livelli plasmatici di recettore
solubile del TNF (sTNFR) (89).

L’emodiafiltrazione con reinfusione endogena (HFR, Hemo Filtrate
Reinfusion) ¢ una tecnica dialitica di ultima generazione che consente la
separazione dei processi diffusivi da quelli convettivi in due diversi filtri
con la simultanea produzione di un ultrafiltrato endogeno utilizzato come
liquido di reinfusione. In particolare 1’ultrafiltrato viene depurato
mediante il passaggio attraverso una resina stirenica adsorbitiva in grado
di trattenere medie molecole tra cui diverse citochine e chemochine.
L'HFR non determina adsorbimento e perdita di aminoacidi da parte della

cartuccia che vengono completamente reinfusi (90). E stata dimostrata
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inoltre una maggiore rimozione di tossine a medio peso molecolare come
leptina e beta 2 microglobulina con HFR rispetto all’emodialisi low-flux
(91) nei pazienti in trattamento emodialitico cronico e affetti da
inflammazione cronica idiopatica, il passaggio dal trattamento con
bicarbonato  dialisi al’HFR ¢ associato al miglioramento
dell'infiammazione (92). Il confronto con emodiafiltrazione on-/ine (OL-
HDF in relazione alla capacita depurativa nei confronti dei mediatori

dell’inflammazione ha tuttavia riportato risultati contrastanti (93,94).
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Figura 2. Misura e distribuzione dei pori membrane low flux, high flux, medium cut off

MCO e high cut off HCO (4)

Membrane di dialisi e PBMCs

Come si evince da quanto esposto sino ad ora un elemento chiave dello
stato inflammatorio cronico nel paziente in emodialisi ¢ il contatto fra il
sangue ¢ membrana di dialisi (14). Tale contatto suscita una complessa
risposta inflammatoria legata alla bio(in)compatibilita che coinvolge
leucociti, mediatori dell’inflammazione, piastrine, sistema del
complemento e fattori della coagulazione portando a flogosi, fibrosi,
incremento del rischio trombotico e disfunzione della risposta

immunitaria (17,71). Le interazioni membrana-sangue possono attivare
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le cellule del sangue come linfociti, piastrine e globuli rossi direttamente
o indirettamente attraverso il sistema del complemento o i fattori della
coagulazione. Inoltre, le cellule ematiche si regolano vicendevolmente:
le piastrine attivate dall'esposizione a una membrana dialitica aderiscono
alla membrana e formano coaguli; legano i1 leucociti, attivandoli, i
leucociti attivati rilasciano specie reattive dell'ossigeno attivando a loro
volta le piastrine (95-97).

Carracedo et al hanno investigato l’influenza di due diversi filtri
dializzatori (Cuprophan e AN69) su PBMCs rilevando una percentuale
maggiore di cellule che andavano incontro a apoptosi con il filtro in
cuprofano a minore biocompatibilita (98).

Uno studio crossover su 4 pazienti in emodialisi trattati con filtro con
membrana semi-sintetica (Hemophan GFS plus 16) e filtro con
membrana sintetica (Hemoflow FX80 Fresnius Medical Care) ha
mostrato un’incrementata espressione di geni codificanti per proteine
coinvolte nell’inflammazione dopo trattamento con membrana semi-
sintetica. I principali geni implicati risultavano essere quelli per recettori
di chemochine (chemokine C-C motif receptor 1, formyl peptide receptor
1 e integrin beta 1 receptor), e per proteine regolatrici (G protein
signalling 1 e 18, suppressor of cytokine signalling 3) (99), oltre a
molecole di trasduzione del segnale e a geni associati all’apoptosi
suggerendo un incrementato rischio di apoptosi delle PBMCs dopo il
contatto con la membrana di dialisi (4).

Rama, Llaud¢ et al. hanno preso in considerazione le cellule dendritiche
circolanti in pazienti trattati con HD standard per 4 mesi e
successivamente con HDF on line per ulteriori 4 mesi. Gli autori hanno
riscontrato una riduzione sia del numero delle cellule dendritiche mature
che della capacita di tali cellule di determinare proliferazione dei linfociti
T dopo adeguata stimolazione in vitro. Tale riscontro rafforza la teoria
che ’HDF possa giocare un ruolo immunoregolatorio rispetto all’HD
standard, possibilmente mediante una piu efficiente clearance dei
mediatori dell’inflammazione. Inoltre in questo studio veniva valutato il
profilo citochinico espresso dai linfociti T attivati, il quale risultava

essere polarizzato in senso Thl per i pazienti trattati con emodialisi
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standard e polarizzato Th2 per i pazienti in emodiafiltrazione
testimoniando il minore impatto di quest’ultima sulla risposta
inflammatoria (56).

Libetta et al, ipotizzando un ruolo della produzione di specie reattive
dell’ossigeno (ROS) dopo contatto sangue-membrana nel determinare
disregolazione dell’attivita macrofagica e conseguente alterazione
dell’attivazione linfocitaria, hanno studiato 10 pazienti in emodialisi
trattati prima con membrana cellulosica e successivamente, per 12 mesi,
con membrana rivestita con vitamina E (Excebrane, Terumo, Italy). Gli
autori hanno dimostrato che 1’impiego della membrana rivestita con
vitamina E determinava una riduzione della produzione di IL-12 e IL-18
da parte delle PBMCs e una riduzione della secrezione di IL4 e IL 10 da
parte dei T CD4+ portando a un ripristino della polarizzazione in senso
Thl. Inoltre nei pazienti trattati con tale membrana la produzione di IFN-
y da parte delle cellule T CD4+ stimolate era aumentata rispetto a quelli
trattati con membrana cellulosica testimoniando un ripristino
dell’efficacia della risposta cellulo-mediata (100).

Come riscontrato da diversi Autori (44,98) il contatto del sangue con la
membrana dialitica puo indurre l'apoptosi delle PBMCs con riduzione dei
linfociti T CD3+ e CD4+.

Xing L., invece, ha mostrato che i T CD4+ e il rapporto T CD4+/CD8+
aumentano al termine della dialisi rispetto ai valori di inizio dialisi, sia
con HDF che con HD con filtro Aigh flux, per tornare progressivamente
ai valori basali a distanza di 48 ore. Nessuna variazione veniva riscontrata
nelle concentrazioni di CD8+. L’ Autore interpretava i risultati nell’ottica
di un miglioramento temporaneo della funzione immunitaria cellulare
attraverso la rimozione delle tossine uremiche con il trattamento
emodialitico, che tornava tuttavia a essere compromessa a 48 ore con il
progressivo nuovo accumulo di tossine (101).

In conclusione profonde alterazioni quantitative e qualitative a carico
delle sottopopolazioni T linfocitarie sembrerebbero associarsi al
trattamento emodialitico. Tuttavia il ruolo del trattamento emodialitico
stesso nella patogenesi di tale processo non ¢ chiarito cosi come

I’influenza dei diversi filtri dializzatori e delle diverse tecniche dialitiche.
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Inoltre pochi studi in letteratura si sono concentrati sulla modifica
numerica e in termini di attivazione cellulare delle sottopopolazioni
linfocitarie prima e dopo la seduta emodialitica.

Oltre alle membrane dialitiche, I’accesso vascolare puo svolgere un ruolo
critico nella modulazione del processo infiammatorio, in particolare
accessi protesici e cateteri venosi tunnellizzati costituiti da materiale
sintetico. E noto come pazienti in terapia sostitutiva dialitica con tali
accessi presentino, rispetto a controlli sani, ridotti livelli di albumina,
livelli piu elevati di proteine infiammatorie, una conta assoluta di
monociti inferiore ma una maggiore espressione di marker CD14 di
attivazione sulla loro superficie e, se confrontati con pazienti con fistola
nativa, anche un aumento relativo del numero di monociti con fenotipo
senescente  (CD14+CD32+) (102). Questi risultati  riflettono
probabilmente una prolungata e continua esposizione a materiali sintetici
che costituiscono tali accessi vascolari alternativi, capaci di determinare
essi stessi una maggiore adesione e attivazione dei monociti oppure sono
il frutto di una infezione subclinica (103). Tuttavia eccetto alcune
esperienze isolate, non esistono studi esaustivi che descrivano il ruolo

dell’accesso vascolare in corso di dialisi 1 leucociti.
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2. SCOPO DELLO STUDIO

I pazienti affetti da malattia renale terminale in trattamento emodialitico
sostitutivo sono caratterizzati da uno stato infiammatorio cronico, alla cui
base sussiste una disregolazione immunitaria, con importanti
conseguenze su numerosi outcome clinici quali I’aumento del rischio di
eventi cardiovascolari e della mortalita.

L'analisi delle sottopopolazioni linfocitarie, dei monociti e delle cellule
Natural Killer nei pazienti in emodialisi potrebbe contribuire alla
comprensione dell’azione immunomodulatoria del trattamento
emodialitico extracorporeo e allo sviluppo di strategie preventive e
terapeutiche.

Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare 1’effetto della singola
seduta di trattamento emodialitico e I’impatto tre diverse membrane sulla
modulazione dell’immunita cellulare e innata dei pazienti in trattamento

emodialitico cronico.
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3. MATERTIALI E METODI

Disegno dello studio

Per lo studio sono stati selezionati 35 pazienti in trattamento emodialitico
cronico presso 1’Unita di Nefrologia, Dialisi e Trapianto del Policlinico
S. Orsola di Bologna, e 10 soggetti sani.

I pazienti selezionati hanno soddisfatto dei criteri di inclusione, ovvero
un’eta maggiore di 18 anni, assenza di diuresi residua, eta dialitica
superiore ad 1 anno, ritmo dialitico trisettimanale e fistola venosa o
catetere venoso centrale con flusso sanguigno >250 ml/min.

Sono stati analizzati 3 gruppi in base al filtro utilizzato durante il
trattamento terapeutico

Le caratteristiche demografiche e cliniche dei pazienti sono riassunte
nella seguente tabella (Tabella 2). Tra pazienti sani ed emodializzati non
sussistono differenze statisticamente significative per quanto riguarda
I’eta e il sesso. I pazienti in emodialisi sono simili per quanto concerne le

comorbidita espresse come Charlson Comorbidity Score.

Gruppo Gruppo Gruppo Gruppo
THERANOVA | HFR17 Filtryzer CONTROLLI
(tot 12) (tot 11) BGU 1.6 (tot | SANI (tot 10)
12)

Eta 77£16.8 71£16 71£17.3 53+£5.5

Sesso 4/8 6/5 8/4 4/6

(M/F)

Eta dialitica 75,45493.6 48446.7 57.754£87.4

(mesi)

CVC/FAV 7/5 3/8 6/6

Charlson 7.0£3.0 7.443.3 7.54£3.3

Comorbidity

Index (CCID)

Precedente 7 HD/5 6 HD/ 5 8 HD/ 4

trattamento HDFOL HDFOL HDFOL

emodialitico

Tabella 2. Caratteristiche cliniche di base di tre gruppi di pazienti arruolati (n=35
pazienti con ESRD e 10 controlli sani), i valori sono espressi come mediatdeviazione
standard
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Ciascun gruppo ¢ stato sottoposto a un trattamento della durata di 2
settimane.

In particolare il Gruppo A ¢ stato sottoposto a emodialisi bicarbonato ad
alto flusso con filtro Filtryzer BGU 1.6, il Gruppo B ¢ stato trattato con
tecnica HFR e filtro HFR17, il Gruppo C con emodialisi bicarbonato con
filtro a medio cut-off THERANOVA.

Le caratteristiche dei filtri impiegati sono le seguenti:

1) HFR17 (Bellco, Mirandola, Italia), un filtro a doppia camera
utilizzato per I'HFR on line. La prima parte del filtro ¢ costituita da un
emofiltro high flux di polifenilene con un Kuf di 28 ml/h/mmHg, una
superficie di 0,7 m? e un valore di cut-off della membrana di 35.000
dalton. L'ultrafiltrato passa poi a una resina stirenica neutra di 40 g che
consente un'area adsorbente di 28.000 m?. Dopo adsorbimento,
l'ultrafiltrato viene aggiunto al sangue intero che, a sua volta, passa nel
secondo filtro HFR17, a basso flusso, di polifenilene (Kuf 13
ml/h/mmHg, superficie 1,7 m?) dove avvengono la perdita di acqua libera
corporea e la depurazione per diffusione.

i) Filtryzer BGU 1.6 (Toray, Tokyo, Giappone) membrana di
polimetilmetacrilato o PMMA, high flux (Kuf di 26 ml/h/mmHg) con una
superficie di 1.6 m? e cut-off di 20.000 dalton.

iiil) THERANOVA (Baxter, Heichingen, Germania) membrana di
poliariletersulfone and polivinilpirrolidone, high flux ¢ MCO con una
superficie di 1,7 m?, sterilizzazione a vapore, un valore di cut-off della

membrana di 25000 daltons e un Kuf di 48 ml/h/mmHg.

Le prime 4 sedute sono state considerate come periodo di wash-out tra il
consueto trattamento emodialitico dei pazienti arruolati e 1'inizio dello
studio. La sessione di dialisi di controllo ¢ stata la quinta seduta (seconda
seduta della seconda settimana). I prelievi ematici per la valutazione delle
sottopopolazioni linfocitarie circolanti sono stati eseguiti all'inizio della
dialisi (TO), alla fine della dialisi (T1) e all’inizio della seduta dialitica

successiva (T2). Lo schema dello studio ¢ riassunto nella Figura 3.
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Gruppo THERANOVA
35 Pazienti arruolati Gruppo HFR17
10 Soggetti sani Gruppo PMMA
Gruppo SANI
A A
f | I | )|
1° Seduta 5° Seduta 6° Seduta
2° Seduta 3° Seduta | 4* Seduta
| | | |
| | |
I T2
Inizio dialisi
T0
Inizio dialisi
T1
Fine dialisi

Figura 3. Schema dello studio.

Tutte le sessioni di dialisi sono durate quattro ore. La portata media del
sangue era di 278 £+ 25 ml/min, la velocita media di ultrafiltrazione era di
590 £ 194 ml/h. 11 flusso del dialisato era di 500 ml/min.

L’eparinizzazione del circuito e del filtro ¢ stata ottenuta mediante la
somministrata di un bolo singolo all'inizio della dialisi di eparina a basso
peso molecolare enoxaparina (Clexane®, Sanofi, Milano Italia) in una
dose scelta in base al peso corporeo (2000 UI per i pazienti di peso

corporeo <50 kg, 4000 UI tra 50 e 90 kg, o 6000 UI > 90 kg).

Cellule mononucleate umane

Le cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) sono state
arricchite, partendo da sangue periferico, tramite il gradiente di
centrifugazione su gradiente di densita in Ficoll Paque (GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden). Il prelievo ematico di partenza era
costituito da circa 20 ml di sangue periferico raccolto in provette

Vacutainer contenenti EDTA.

Analisi citofluorimetrica

L'analisi citofluorimetrica ¢ stata utilizzata per definire e quantificare le

varie sottopopolazioni linfocitarie e il potere proliferativo. La

32



caratterizzazione fenotipica ¢ stata determinata mediante marker di
superficie (CD4, CD8, CD3, CD45, CD16, CD 25, CD56, CD16 ¢
CDS57). Per la quantificazione delle citochine intracellulari IL17, IFN-y,
il fattore di trascrizione FoxP3 e la proteina nucleare Ki67, le PBMC
ottenute sono state fissate e permeabilizzate utilizzando Inside Stain Kit
(Milteny Biotech).

Le cellule, per la marcatura di superficie, sono state incubate per 30
minuti in ghiaccio con i seguenti anticorpi: CD4-APC (Biolegend, Cat
300514), CD8-PerCP (BD, 345774), CD25 FITC (Biolegend, Cat
302604), multitest: CD3-FITC/CD16-PE+CD56-PE/CD45PerCP/CD19-
APC (BD, Cat 340500), simultest: CD57-FITC/CD8-PE (BD, Cat
333191).

Per la quantificazione di citochine intracellulare una frazione di cellule
mononucleate isolate ¢ stata coltivata in piastre da 96 pozzetti in terreno
di coltura completo. Sono stati aggiunti per 4 ore prima dell’inizio dello
staining una miscela di PMA (1nM), ionomicina (3mg/ml) e Golgi Plug
(1ul/ml), ed incubata a 37 °C al 5% di CO2.

La marcatura intracellulare ¢ stata eseguita, dopo fissazione e
permeabilizzazione, per 30 minuti in ghiaccio con anticorpi: IFN-y -
PECy7 (Biolegend, Cat 502528), IL17A-PE (Biolegend, Cat 512306),
FoxP3-PE (Biolegend, Cat 320108) e Ki67 FITC (BD, Cat 556026).
Cellule marcate con controlli isotipici e privi di anticorpi sono state usate
come controlli negativi di fluorescenza.

Sono stati acquisiti 100.000 eventi per provetta utilizzando un
citofluorimetro Cytoflex S (Beckman Coulter). L'analisi dei dati ¢ stata

effettuata tramite il software dedicato, Cytobank, Inc.

Proliferazione cellulare con CFSE

La proliferazione di PBMC, nei vari tempi analizzati ¢ stata misurata
tramite la valutazione della diminuzione dell’intensita di fluorescenza del
CFSE ovvero Carboxyfluorescein Succinimidyl ester (BD, Cat 51-
9010817). Il CFSE si intercala a livello del DNA. In particolare,
formando un legame tra il gruppo succinimmidico del CFSE e i residui

amminici del DNA, in particolare di lisina.
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Le PBMCs sono state scongelate e risospese in 5 ml di PBS 1X
(Phosphate-buffered saline), ed incubate con 1 pl di CFSE per 5 minuti a
37°. Terminata e bloccata la reazione di marcatura, le cellule sono state
risospese in terreno di cultura RPMI 1640 integrato con 2 mM L-
glutammina (EuroClone, Cat ECB3000D), 1% di siero umano AB
(EuroClone, Cat ECS0219D), 100 U/ml di penicillina-streptomicina
(Aurogene, Cat AU-L0022-100), 0,1% di b-Mercaptoetanolo (Gibco, Cat
31350-010), 1% di sodio piruvato (Aurogene, Cat AU-L0642-500), 1%
di amminoacidi non essenziali (Aurogene, AU-X0557-100). Le cellule
sono state attivate tramite anticorpi CD3 (Invitrogen, Cat 16-0039-85) e
CD28 (Invitrogen, Cat 16-0289-85), e incubate per 3 giorni in piastre da
96 pozzetti a 37° al 5% di CO2. Dopo I’incubazione per verificare la
proliferazione di CD4 e CD8 le cellule sono state raccolte, marcate con

anticorpi specifici, e preparate per I’analisi citofluorimetrica.

Saggio dell’Annessina V

Il saggio consente di rilevare lo stadio precoce e tardivo di apoptosi e di
distinguere 1’apoptosi dalla necrosi in citofluorimetria. Le PBMCs dei
pazienti, sono state risospese in 100 ul di buffer specifico, presente nel
kit annessina V, e marcate con 2 pl di annessina V coniugata PE
(Biolegend, Cat 640908) e 7AAD+ (Biolegend, Cat 79993) e incubati per
15 minuti a temperatura ambiente. In questo modo le cellule positive solo
all’anessina vengono classificate in cellule in apoptosi precoce. Quelle
positive al 7AAD+ vengono distinte come cellule in necrosi, e quelle
positive ad entrambi in cellule in apoptosi tardiva. Dopo 1’incubazione la
reazione ¢ stata bloccata con 400 pl di buffer e i risultati acquisiti tramite
citofluorimetro Cytoflex S (Beckman Coulter). L'analisi dei dati ¢ stata

effettuata tramite il software dedicato, Cytobank, Inc.

Analisi Statistica

L’analisi dei dati ottenuti ¢ stata effettuata tramite il software GraphPad
Prism (versione 5 per Windows; GraphPad Software, Inc.). La
comparazione tra differenti gruppi studio e la componente sana

volontaria, ¢ stata effettuata tramite t-test. Le differenze tra i parametri
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presi in considerazione sono state ritenute statisticamente significative

con p<0,05. I risultati sono espressi come media + errore standard.
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4. RISULTATI

4.1 PBMC nei pazienti affetti da malattia renale terminale in

trattamento emodialitico, confronto con i volontari sani

La tipizzazione linfocitaria ¢ stata effettuata in pazienti affetti da malattie
renale allo stadio terminale, isolando PBMC al TO ovvero all’inizio della
quinta sessione dialitica presa dello studio. La caratterizzazione
citofluorimetrica ha permesso di evidenziare le differenze e il potere
proliferativo delle PBMC e delle sottopopolazioni linfocitarie provenienti
da tutti e tre i differenti gruppi trattati con diversi filtri, a confronto con
un gruppo di volontari sani.

La prima analisi era volta a valutare la quantita dei linfociti T, attraverso
caratterizzazione del CD3+, e la loro sopravvivenza attraverso marcatura
con AnessinaV, confrontando il gruppo in dialisi al TO con i volontari
sani. (Figura 4A e 4B). I dati mostrano che i linfociti T CD3+ nei pazienti
in dialisi risultano significativamente diminuiti rispetto al gruppo dei
volontari sani (Figura 5A). Per studiare I’effetto sulla sopravvivenza
cellulare, i PBMC sono stati marcati con Annessina V ¢ 7AAD+ (Fig.
5B), mostrando un aumento significativo dell’apoptosi dei pazienti
sottoposti a trattamento emodialitico. L’analisi ¢ stata eseguita su un

campione ristretto di 11 pazienti per motivi tecnici.
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Volontari sani Pazienti in dialisi
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Figura 4. Figura esemplificativa plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria T
CD3+in volontari sani e pazienti in dialisi (A). Plot citofluorimetrici dei linfociti T CD3+

apoptotici (AnnexinV+/7AAD-+) in volontari sani e pazienti in dialisi (B).
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Figura 5. Rappresentazione grafica della popolazione linfocitaria T CD3+in volontari
sani e pazienti in dialisi (A). Rappresentazione grafica del processo apoptotico dei

linfociti T CD3+in volontari sani e in pazienti in dialisi (B).

Al tempo TO sono stati quantificati i linfociti T CD4+ tramite

citofluorimetria sui PBMC e su questa stessa popolazione ¢ stata valutata
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I’attivita secretoria di IFN-y. L’immagine (Figura 6) mostra il confronto
con il gruppo dei volontari sani. La Figura 7A mostra come non sia
presente una differenza significativa tra il numero dei linfociti T CD4+
dei pazienti in dialisi e il gruppo sano in assenza di una differenza

significativa anche nell’attivita secretoria di IFN-y nei pazienti in dialisi

rispetto ai volontari sani (Figura 7B).

Volontari sani Pazienti in dialisi

SCC

— lFNv

—FF CD4

Figura 6. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria T
CD4+ in volontari sani e pazienti in dialisi (A). Plot citofluorimetrici della produzione

di IFN-y dei linfociti T CD4+ in volontari sani e pazienti in dialisi (B).
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Figura 7: Rappresentazione grafica della popolazione linfocitaria T CD4+ in volontari
sani e pazienti in dialisi (A). Rappresentazione grafica della produzione di IFN-y dei

linfociti T CD4+ in volontari sani e pazienti in dialisi (B).

Sono state poi analizzate, con saggio citofluorimetrico, le linee cellulari
Treg (CD4+, CD25+ e FoxP3+) e Th17 (CD4+ e IL-17+) (Figura 8).

La Figura 9 mostra come tra i pazienti in dialisi e il gruppo di volontari
sani non esista una differenza statisticamente significativa nella
percentuale di linfociti Treg (A) mentre il trattamento dialitico comporta
un aumento significativo di Th17 rispetto al gruppo sano (B). Pertanto il
rapporto Treg e Th17 (Figura 10) si riduce in maniera significativa nei
pazienti in dialisi rispetto al gruppo dei sani a causa dell’aumento delle

Th17 a fronte di una mancata differenza nelle Treg.
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Figura 8. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria
Treg in volontari sani e pazienti in dialisi (A). Plot citofluorimetrici di popolazione

linfocitaria Th17 in volontari sani e pazienti in dialisi (B).
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Figura 9. Rappresentazione grafica di popolazione linfocitaria Treg in volontari sani e

pazienti in dialisi (A). Rappresentazione di popolazione linfocitaria Th17 in volontari

sani e pazienti in dialisi (B).
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Figura 10. Rappresentazione grafica del rapporto tra la popolazione linfocitaria Treg e

Th17 in volontari sani e pazienti in dialisi.

Analogamente a quanto eseguito sui linfociti CD4+, la valutazione
quantitativa dei linfociti T CD8+ ¢ stata effettuata nei pazienti in dialisi
tramite citofluorimetria su PBMC al tempo TO e al gruppo controllo sano
e ne ¢ stata valutata 1’attivita secretoria per I'I[FN-y (Figura 11). I dati
mostrano che non ¢ presente una differenza significativa nella
percentuale di linfociti T CD8+ presenti nei pazienti in dialisi rispetto al
gruppo di controllo dei volontari sani (Figura 12A) e anche la capacita
secretoria dei linfociti CD8+ non muta significativamente tra i pazienti in

dialisi e il gruppo controllo (Figura 12 B).
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Figura 11. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria T
CDS8+ in volontari sani e pazienti in dialisi (A). Plot citofluorimetrici della produzione

di IFN-y dei linfociti T CD8+ in volontari sani e pazienti in dialisi (B).
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Figura 12. Rappresentazione grafica della popolazione linfocitaria T CD8+ in volontari
sani e pazienti in dialisi (A). Rappresentazione grafica della produzione di IFN-y dei

linfociti T CD8+ in volontari sani e pazienti in dialisi (B).

Sulla base delle analisi effettuate per le popolazioni linfocitarie T CD4+
e CD8+ nei pazienti in dialisi e nel gruppo di volontari sani ¢ stato
effettuato il rapporto tra queste due popolazioni (Figura 13) che non ha

mostrato differenze.
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Figura 13. Rappresentazione grafica del rapporto tra la popolazione linfocitaria T CD4+

e CD8+ in volontari sani e pazienti in dialisi.

Per valutare la capacita proliferativa dei linfociti CD4+ ¢ CD8+ in
pazienti in dialisi al TO e nel gruppo controllo, ¢ stato effettuato il saggio
di proliferazione cellulare con CFSE (Figura 14) che mostra come il
trattamento emodialitico non alteri in maniera significativa la capacita
proliferativa dei linfociti T CD4+ (Figura 15A) e CD8+ (Figura 15B)

rispetto al gruppo di controllo sano.
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Figura 14. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici della proliferazione di

popolazione linfocitaria T CD4+ (A) e CD8+(B) in volontari sani e pazienti in dialisi.
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Figura 15. Rappresentazione grafica della proliferazione di popolazione linfocitaria T

CD4+ (A) e CD8+ (B) in volontari sani e pazienti in dialisi.

Inoltre ¢ stata caratterizzata mediante citofluorimetria la popolazione
linfocitaria T CD8+ esprimente il marker di senescenza CD57+ (Figura
16), tipico dei linfociti cronicamente stimolati con riduzione del potere
replicativo. I dati mostrano che la dialisi aumenta significativamente la
popolazione CD8+ esprimente il marker CD57+ rispetto ai volontari sani

(Figura 17A), in assenza di una alterata secrezione di IFN-y rispetto alla
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produzione citochinica linfocitaria riscontata nelle stesse cellule

proveniente dai volontari sani (Figura 17B).

Volontari sani Pazienti in dialisi

A 5,01% 8,83%

CD57

36,31% 37,78%

<)

CD57/IFNy

— > CD8
Figura 16. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria T
CD8+CD57+ in volontari sani e pazienti in dialisi (A). Plot citofluorimetrici della

produzione di IFN-y dei linfociti T CD8+CD57+ in volontari sani e pazienti in dialisi

B).
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Figura 17. Rappresentazione grafica di popolazione linfocitaria T CD8+/CD57+ in
volontari sani e pazienti in dialisi (A). Rappresentazione grafica della produzione di

IFN-y dei linfociti T CD8+/CD57+ in volontari sani e pazienti in dialisi (B).
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Oltre ai linfociti T sono stati analizzati i linfociti B e i Natural Killer. Al
tempo TO dello studio sono stati analizzati tramite citofluorimetria i
PBMC dei soggetti in esame (Figura 18) e nei pazienti in dialisi ¢’¢ una
significativa riduzione dei linfociti B rispetto ai volontari sani (Figura
19A), mentre le cellule Natural Killer (Figura 19B) aumentano

significativamente nei pazienti in dialisi rispetto al gruppo dei sani.
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Figura 18. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria B

e Natural Killer T in volontari sani e pazienti in dialisi.
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Figura 19. Rappresentazione grafica di popolazione linfocitaria B (A) e Natural Killer

T (B) in volontari sani e pazienti in dialisi.

Nel pool dei PBMC, i monociti possono mostrare differenze
morfologiche per cid0 che concerne: dimensioni, granulosita,
caratteristiche nucleari e espressione dei marker di membrana CD14 ¢
CDI16. Partendo dai PBMC totali e tramite saggio citofluorimetrico
sfruttandone le caratteristiche fisiche, sono stati caratterizzati i monociti,
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in pazienti in dialisi al TO e nel gruppo controllo (Figura 20), nella Figura
21 sono mostrate le percentuali di monociti nei volontari sani e nei

pazienti in dialisi e queste non presentano alcuna differenza significativa.

A Volontari sani B Pazienti in dialisi

SSC

FSC

Figura 20. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione monocitaria

in volontari sani e pazienti in dialisi.

Monocytes

Volontari Pazienti
sani in dialisi

Figura 21. Rappresentazione grafica di popolazione monocitaria in volontari sani e

pazienti in dialisi.
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4.2 PBMC nei pazienti affetti da malattia renale terminale in corso

di seduta emodialitica

I pazienti inclusi nello studio sono stati 35 e tutti hanno portato a termine
il periodo di osservazione. La tipizzazione linfocitaria ¢ stata effettuata
in pazienti affetti da ESRD isolando PBMC ai tempi: TO equivalente
all’inizio della quinta seduta dialitica; T1 corrispondente al prelievo a
fine della seduta e T2 prelievo prima dell’inizio della seduta successiva
ovvero la sesta. Le analisi sono state eseguite sui PBMC provenienti dai
3 differenti gruppi trattati con i diversi filtri.

Per prima cosa ¢ stata valutata la quantita dei linfociti T, attraverso
caratterizzazione del CD3+, e la loro sopravvivenza attraverso marcatura
con AnessinaV, durante il singolo trattamento emodialitico al tempo TO,
T1 e T2 (Figura 22 e 23). La Figura 24 A evidenzia come al T1, ovvero a
fine della seduta dialitica, la percentuale dei linfociti CD3+ subisca un
calo significativo, rispetto ai linfociti T presenti prima dell’inizio della
dialisi, aumentando, anche se non significativamente al T2.
Parallelamente (Figura 24B), anche se non in maniera significativa, vi ¢
sempre al T1 un aumento dei livelli di apoptosi dei linfociti CD3+,

rispetto al TO. Questi recuperano al T2, con un calo dell’apoptosi.

T0 T1 T2

40,57% % 37,44% : 39,85%

SSC

Figura 22. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria T
CD3+ in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta (A);

T1 fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 23. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria T
CD3+apoptotiche in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta

seduta (A); T1 fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 24. Rappresentazione grafica di popolazione linfocitaria T CD3+ (A) e di cellule
CD3+apoptotiche(B) in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta

seduta; T1 fine quinta seduta; e T2 inizio sesta seduta.

Successivamente sono stati quantificati i linfociti T CD4+ (Figura 25) e
il loro potere proliferativo (Figura. 26), ai tempi TO, T1 e T2. Su questa
stessa popolazione ¢ stata valutata 1’attivita secretoria di IFN-y (Figura
27). 1 dati mostrano che nel post dialisi, ovvero al T1 & presente un
significativo aumento dei linfociti T CD4+ (Fig. 28A) rispetto al TO. In
parallelo aumentano significativamente 1 livelli di proliferazione di
linfociti T CD4+ (Fig. 28B). L’analisi della produzione di IFN-y da parte
dei linfociti T CD4+ ha rilevato una diminuzione dei valori di IFN-y al

T2, ma il dato non ha significativita (Fig. 28C).
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Figura 25. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria T

CD4+ in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta (A);

T1 fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 26. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici della proliferazione di
popolazione linfocitaria T CD4+ in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio

della quinta seduta (A); T1 fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 27. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici della produzione di IFN-y da
parte della popolazione linfocitaria T CD4+i n pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio.

TO inizio della quinta seduta (A); T1 fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 28. Rappresentazione grafica di popolazione linfocitaria T CD4+ (A), della
proliferazione delle cellule T CD4+ (B), e della produzione di IFN-y da parte dei
linfociti CD4+ (C) in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta

seduta; T1 fine quinta seduta; e T2 inizio sesta seduta.

Sono state poi valutate con analisi citofluorimetrica le Treg (CD4+,
CD25+ e FoxP3+) (Figura 29) e le Th17 (CD4+ e 11-17) (Figura 30) ai
tre tempi, con riscontro di una significativa diminuzione della percentuale
dei linfociti Treg al T2, ovvero all’inizio della sesta seduta dialitica
(Figura 31A). Le Th17 tendono a diminuire progressivamente dal TO al

T2, ma non in modo significativo (Figura 31B).
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Figura 29. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria
Treg in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta (A); T1

fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 30. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria
Th17 in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta (A); T1

fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 31. Rappresentazione grafica di popolazione linfocitaria Treg (A) e Th17 (B) in
pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1 fine quinta

seduta; e T2 inizio sesta seduta.
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Per quanto concerne il rapporto Treg/Th17 si puo riscontrare un aumento
significativo del rapporto al T1 rispetto al TO, con successivo calo al T2

che tuttavia non appare significativo rispetto al T1 (Figura 32).

Treg/Th17 T cells
1.84

1.69

1.4+

Figura 32. Rappresentazione grafica del rapporto tra le popolazioni linfocitarie Treg e
Th17 in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1 fine

quinta seduta; e T2 inizio sesta seduta.

Sono stati poi quantificati i linfociti T CD8+ (Figura 33) e il loro potere
proliferativo (Figura. 34), ai tempi TO, Tl e T2. Su questa stessa
popolazione ¢ stata valutata 1’attivita secretoria di [FN-y (Figura 35).
Nella Figura 36A si osserva una diminuzione significativa della
percentuale dei linfociti T CD8+ nei pazienti in dialisi al tempo T1, il
post dialisi, e T2, I’inizio della sesta seduta dialitica. A quest’ultimo
tempo risulta anche un calo significativo della produzione di IFN-y da
parte dei linfociti T CD8+ (Figura 36C). Si riscontra anche un aumento
proliferativo dei linfociti T CD8+ al T1, con un successivo calo
proliferativo al T2 (Figura 36B), questi dati tuttavia non raggiungono la

significativita.
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Figura 33. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria T

CD8+ in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta (A);

T1 fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 34. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici della proliferazione di
popolazione linfocitaria T CD8+ in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio

della quinta seduta (A); T1 fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 35. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici della produzione di IFN-y da

parte della popolazione linfocitaria T CD8+i n pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio.

TO inizio della quinta seduta (A); T1 fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 36. Rappresentazione grafica di popolazione linfocitaria T CD8+ (A), della
proliferazione delle cellule T CD8+ (B), e della produzione di IFN-y da parte dei
linfociti CD8+(C) in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta

seduta; T1 fine quinta seduta; e T2 inizio sesta seduta.

Sulla base delle analisi effettuate per le popolazioni linfocitarie T CD4+
e CD8+ ¢ stato effettuato il rapporto tra queste due popolazioni ai 3 tempi,
con riscontro di un aumento significativo di tale rapporto al T1, ovvero

nel post dialisi (Figura 37).
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Figura 37. Rappresentazione grafica del rapporto tra le popolazioni linfocitarie T CD4+

e CD8+ in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1

fine quinta seduta; e T2 inizio sesta seduta.

Inoltre ¢ stata caratterizzata mediante citofluorimetria la popolazione
linfocitaria T CD8+ esprimente il marker di senescenza CD57+ (Figura
38) e laloro produzione di IFN-y (Figura 39). La Figura 40A evidenzia come
il trattamento dialitico abbassi significativamente al T1 il numero di linfociti
T CD8+CD57+ e come questo calo persista anche prima dell’inizio della
sesta seduta dialitica. A quest’ultimo tempo vi ¢ anche un calo significativo
della produzione di IFN-y da parte dei linfociti T CD8+CDS57+ rispetto al
T1 (Figura 40B).
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Figura 38. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria T
CD8+CD57+ in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta
(A); T1 fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 39. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici della produzione di IFN-y da
parte della popolazione linfocitaria T CD8+CD57+i n pazienti in dialisi nei 3 tempi

dello studio. TO inizio della quinta seduta (A); T1 fine quinta seduta (B); e T2 inizio

sesta seduta (C).
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Figura 40. Rappresentazione grafica di popolazione linfocitaria T CD8+CD57+ (A), e
della produzione di IFN-y da parte dei linfociti CD8+CD57+( B) in pazienti in dialisi
nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1 fine quinta seduta; e T2 inizio

sesta seduta.
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Per quanto concerne 1’analisi citofluorimetrica dei linfociti NK (CD3-,
CD45+, CD16+, CD56+ e CD19-) (Figura 41) in corso di dialisi si osserva
un significativo calo da TO a T1 e un successivo aumento significativo,

rispetto al T1, all’inizio della sesta seduta dialitica (T2) (Figura 42).

A B C
T0 T1 T2

CD45/CD19

— CD16/CD56
Figura 41. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria T

Natural Killer in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta

(A); T1 fine quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 42. Rappresentazione grafica di popolazione Natural Killer in pazienti in dialisi

nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1 fine quinta seduta; e T2 inizio

sesta seduta.

L’analisi ciofluorimetrica dei linfociti B (CD3-, CD45+, CD16-, CD56- ¢

CD19+) eseguita ai tre tempi (Figura 43) ha permesso di identificare un lieve
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aumento percentuale ai 3 tempi di studio. Questa variazione non

raggiunge la significativita statistica (Figura 44).

T0 T1 T2
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Figura 43. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione linfocitaria B

in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta (A); T1 fine

quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).
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Figura 44. Rappresentazione grafica di popolazione linfocitaria B in pazienti in dialisi

nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1 fine quinta seduta; e T2 inizio

sesta seduta.

Infine ¢ stato eseguito saggio citofluorimetrico sulle PBMC al fine di
caratterizzare i monociti al tempo TO, T1 e T2 (Figura 45) con riscontro

di una riduzione significativa della percentuale di monociti al T1, post
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dialisi, rispetto al T0, seguito, da un successivo aumento significativo al

T2, inizio della sesta seduta dialitica, rispetto al T1 (Figura 45).

T0 T1 T2

| 21,20% , 17,70% ' L 21,65%

SSC

Figura 45. Figura esemplificativa di plot citofluorimetrici di popolazione monocitaria

in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta (A); T1 fine

quinta seduta (B); e T2 inizio sesta seduta (C).

Monocytes
24

14 : —
TO T1 T2

Figura 46. Rappresentazione grafica di popolazione monocitaria in pazienti in dialisi

nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1 fine quinta seduta; e T2 inizio

sesta seduta.
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4.3 Tipizzazione linfocitaria nei pazienti affetti da malattia renale
terminale in trattamento emodialitico, confronto tra diverse

membrane high flux

Nei 35 pazienti che pazienti che hanno portato a termine il periodo di
osservazione ¢ stata eseguita la determinazione dei valori delle PBMC e
delle varie sottopopolazioni linfocitarie ai tre tempi del trattamento
extracorporeo, confrontando i tre gruppi di pazienti (A, B e C) sottoposti
a trattamento extracorporeo con tre diverse membrane di dialisi high flux.
Non sono state registrate variazioni statisticamente significative.

Per prima cosa ¢ stata valutata la quantita dei linfociti T CD3+, la figura
47 mostra come non esistano differenze nei valori percentuali di tale
sottopopolazione confrontando le tre membrane e come non sussistano

differenze significative nell’andamento in corso di trattamento.

CD3+
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Figura 47. Rappresentazione grafica di popolazione di popolazione linfocitaria T CD3+

in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1 fine quinta

seduta; e T2 inizio sesta seduta.

Ai tempi TO, T1 e T2 sono stati quantificati i linfociti T CD4+ (Figura
48A) ei linfociti T CD8+ (Figura 48B). I dati dimostrano come i CD4+
tendano ad aumentare al T1, mentre i CD8+ rimangono stabili, tuttavia

queste modifiche non raggiungono la significativitd. Analogamente il
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rapporto CD4+/CD8+ non presenta differenze nei tre diversi gruppi

CD8+ T cells

O PMMA
= HFR
~+ THERA

(Figura 49).
A B
CD4+ T cells
60 50+
404 T
404 I— _
—  ——— 304 —
R — ¥ ‘% & F —
4 20-
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104 ~
T0 T T2 TO

™ T2

Figura 48. Rappresentazione grafica di popolazione linfocitaria T CD4+ (A), della

proliferazione delle cellule T CD8+ (B), in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio.

TO inizio della quinta seduta; T1 fine quinta seduta; e T2 inizio sesta seduta.

CD4+/CD8+ T cells
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O PMMA
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-+ THERA
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Figura 49. Rappresentazione grafica del rapporto tra le popolazioni linfocitarie T CD4+

e CD8+in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1

fine quinta seduta; e T2 inizio sesta seduta.

L’attivita secretoria di IFN-y dei linfociti CD4+ tende a ridursi in

occasione del T2 con i filtri Filtryzer e Theranova ma tale variazione no

raggiunge la significativita (Figura 50).
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Figura 50. Rappresentazione grafica del rapporto tra le popolazioni linfocitarie Th17 e

Treg in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1 fine

quinta seduta; e T2 inizio sesta seduta.

Sono state poi valutate le Th17 (CD4+ e 11-17) (Figura 51A) e le Treg
(Figura 51B), e il rapporto Treg/Th17 (Figura 52) e anche in questo caso
non si ¢ assistito a variazioni significative nei tre gruppi ai diversi tempi

dello studio.
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Figura 51. Rappresentazione grafica del delle popolazioni linfocitarie Th17 (A)+e Treg

(B) in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1 fine

quinta seduta; e T2 inizio sesta seduta.
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Figura 52. Rappresentazione grafica del rapporto tra le popolazioni linfocitarie Th17 e

Treg in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1 fine

quinta seduta; e T2 inizio sesta seduta.

Infine non si ravvisano differenze nei linfociti T CD8+ senescenti (CD57+)

nei tre diversi gruppi (Figura 53).

CD57+ CD8+ INFg
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Figura 53. Rappresentazione grafica del rapporto tra le popolazioni linfocitarie Th17 e

Treg in pazienti in dialisi nei 3 tempi dello studio. TO inizio della quinta seduta; T1 fine

quinta seduta; e T2 inizio sesta seduta.
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S. DISCUSSIONE

L’importanza dello studio delle alterazioni del sistema immunitario nel
paziente affetto da malattia renale cronica in trattamento emodialitico €
dimostrata dai tassi di mortalita e morbilita rilevati in questi soggetti.

Lo stato infiammatorio e di attivazione immunitaria cronica,
caratteristico delle CKD e ESRD, € associato all’incidenza di
aterosclerosi e di mortalitd cardiovascolare (21), d’altro canto la
disfunzione della risposta immunitaria determina una aumentata
suscettibilita alle infezioni tale da rappresentare la seconda causa di morte
e la principale causa di ospedalizzazione nel paziente con ESRD (8).
Pertanto il sistema immunitario del paziente con CKD e ESRD risulta
iperattivato e paradossalmente disfunzionale, le cause che sottendono tale
disfunzionalita sono da ricercarsi oltre che nelle comorbidita intrinseche
del paziente, in condizioni dipendenti dal trattamento dialitico stesso
come il contatto fra sangue e membrana di dialisi e la ritenzione di tossine
uremiche, in particolare quelle a medio peso molecolare, di cui fanno
parte i mediatori dell’infiammazione (14).

Tuttavia il ruolo delle sottopopolazioni T linfocitarie nei pazienti in
emodialisi e, in particolare, in corso di seduta dialitica, non ¢ chiarito,
cosi come il comportamento di tali cellule con I’impiego di differenti filtri
di dialisi. I meccanismi alla base devono ancora essere chiariti € possono
essere spiegati, solo in parte, come la conseguenza di elevati livelli di
citochine pro inflammatorie.

Con lo scopo di approfondire come 1’azione immunomodulatoria della
terapia emodialitica sulle sottopopolazioni T, B, NK e monociti, sia in
termini numerici che di funzionalita, sono stati arruolati 35 pazienti affetti
da ESRD soggetti al trattamento emodialitico cronico con ritmo
trisettimanale presso 1’Unita Operativa del Policlinico S. Orsola, di
Bologna, suddivisi in tre gruppi a seconda delle membrane high flux
impiegate nel trattamento: Gruppo A HD con Filtryzer BGU 1.6, Gruppo
B HFR con filtro HFR17 e Gruppo C a HD con filtro MCO
THERANOVA. Da ogni paziente sono stati prelevati campioni di sangue
prima del trattamento emodialitico (TO) e al termine (T1), in occasione

della quinta seduta, e prima del trattamento in occasione della sesta seduta
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(T2). Inoltre tali sottopopolazioni sono state confrontate con quelle di
volontari sani analoghi per sesso ed eta.

La popolazione in trattamento sostitutivo presentava una diminuita
percentuale di linfociti CD3+, T e B, rispetto ai controlli sani con
incremento del tasso di apoptosi, tale dato ¢ gia stato descritto da
Mansouri nel 2017 (42), nello specifico gli Autori dimostravano una
riduzione delle cellule Th2 e delle Treg in pazienti sottoposti a terapia
emodialitica cronica, rispetto a un gruppo di soggetti sani. I dati dello
studio condotto evidenziano inoltre come tale riduzione sia significativa
in corso di dialisi, anche se il tasso di apoptosi non raggiunge la
significativita, concordando con lo studio di Borges del 2011 che riporta
come I’emodialisi contribuisca allo sviluppo di una linfopenia a seguito,
almeno in parte, della induzione della morte cellulare per apoptosi (44).
Tuttavia le ipotesi patogenetiche non sono definitive e necessitano di
ulteriori dati sperimentali. E stato recentemente dimostrato un effetto
immunologico non precedentemente riconosciuto dell'eritropoietina
(EPO), nel contrastare la proliferazione delle cellule T, pertanto anche la
terapia con eritropoietina umana ricombinante (thEPO) puo svolgere un
ruolo importante nella modulazione del sistema immunitario in questi
pazienti (104,105).

Lo studio condotto non ha evidenziato nessuna alterazione
statisticamente  significativa nell’analisi delle  sottopopolazioni
linfocitarie T CD4+ e CD8+ nel confronto tra i pazienti in dialisi e il
gruppo dei sani. Pertanto non ¢ presente una differenza statisticamente
significativa nel rapporto tra i linfociti T CD4+/CD8+ tra le due
popolazioni esaminate, a differenza di quanto riportato in un recente
studio da Lisowska et al. che ha descritto un aumento nel rapporto tra
linfociti T CD4+/CD8+ dovuto piuttosto ad un calo del numero dei
linfociti T CD8+ che non all’incremento dei CD4+ (45). Diverse sono le
modifiche in corso di dialisi, le analisi hanno rilevato che nei pazienti in
dialisi € presente un significativo aumento dei linfociti T CD4+ al termine
del trattamento emodialitico (T1), che rientra poi ai valori iniziali
all’inizio della seduta successiva (T2). Questa variazione potrebbe essere

spiegata dal rilevamento di un aumento significativo della funzione
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proliferativa nei linfociti T CD4+, anch’esso evidenziato al T1. Al
contrario nei linfociti T CD8+ ¢ stato evidenziato un significativo calo
numerico della popolazione al T1, con un ulteriore abbassamento
significativo al T2. Queste alterazioni dei linfociti T CD4+ e CD8+ hanno
modificato pertanto il rapporto, che mostra un significativo aumento al
T1, per ritornare a valori piu bassi dopo 48 ore (T2), diversamente
I’analisi effettuata fra gruppi trattati con differenti filtri di dialisi non
mostrava differenze significative di queste sottopopolazioni, anche se i
linfociti T CD8+ tendono a ridursi maggiormente con il filtro PMMA.
Questo risultato ¢ in linea con quanto riportato da Xing et al e potrebbe
essere compatibile con un transitorio aumento dell’attivita immunologica
sul versante T linfocitario indotta dalla seduta emodialitica (101).

Dato altamente rilevante del nostro studio ¢ I’aumento in corso di dialisi
dei valori della proliferazione delle sottopopolazioni linfocitarie CD4+ e
CD8+al T1, anche se solo i primi raggiungono la significativita statistica.
Dati relativi alla produzione di IFN-y da parte dei linfociti T CD4+ e
CD8+ non hanno rilevato differenze significative tra i pazienti in dialisi
e il gruppo di controllo. La produzione di INF-y dei linfociti CD4+ si
riduce nell’intervallo interdialitico maggiormanete con i filtri PMMA e
Theranova. Unica alterazione significativa ¢ stata evidenziata nel calo
drastico di produzione di IFN-y da parte dei linfociti T CD8+ al T2,
probabilmente legato ad wuna riduzione dell’attivitd immunitaria
allontanandosi dall’evento dialisi.

Le continue modifiche dell’assetto linfocitario durante le varie sessioni
emodialitiche comportano un esaurimento della capacita di attivazione
linfociatria, definita come senescenza precoce indotta da stress (47). In
particolare, studi condotti da Litjens et al. hanno mostrato una
diminuzione di linfociti T naive correlata a una diminuzione della
produzione timica nei pazienti sottoposti a trattamento emodialitico
associata ad una ridotta proliferazione e una alterata omeostasi nel sangue
periferico, e inoltre, ¢ stato dimostrato come esista una correlazione tra la
degenerazione delle funzioni renali e il processo di senescenza prematuro
dei linfociti sia CD4+ e CD8+ (25). Le cellule T CD8+ hanno un ruolo

fondamentale nel riconoscimento e nell’eliminazione delle cellule
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infettate da patogeni cosi come nella risposta antitumorale. L’attivazione
e la differenziazione di tali cellule in linfociti T citotossici avvengono
tramite il legame tra TCR e il peptide antigenico associato a HLA di
classe I sulle APC; ¢ richiesto inoltre un processo di costimolazione in
cui i principali attori sono il CD28, espresso sulla superficie del linfocita
T e il CD86 e CDS80 espresso dalle APC. In caso di persistente
stimolazione, 1’espressione del CD28 sulle cellule T CD8+ va incontro a
down regulation mentre incrementa [’espressione di CD57 (106).
L’espressione di CD57 a discapito di CD28 ¢ documentata anche in
cellule T CD4+ durante I’attivazione immunitaria cronica sebbene questo
tipo cellulare si rilevi in quantita minore in circolo (107).

Numerosi studi hanno evidenziato che 1’espressione del CD28 e del
CD57 sia mutualmente esclusiva sulle cellule T CD8+ e che tale processo
¢ associato all’invecchiamento del sistema immunitario e/o alla
stimolazione cronica dello stesso in caso di infezioni croniche e patologie
autoimmuni. Le cellule T CD8+CD57+ sono definite come antigene-
specifiche, oligoclonali, altamente differenziate e mostrano
un’importante riduzione dell’attivita della telomerasi e una bassa
espressione dei geni per il ciclo cellulare, vengono pertanto definite
senescenti in quanto hanno una limitata capacita proliferativa. Alcuni
studi hanno tuttavia dimostrato che le CD8+CD57+ sono in grado di
proliferare, ma solo sotto 1’azione di un microambiente specifico o di
citochine specifiche come I’IL-2 o I’IL-15 (108). Secondo alcuni autori
le cellule CD8+CD57+ possono essere divise in due sottotipi: le cellule
CD8+CD57+CD27+, che presentano capacita proliferativa conservata, e
le cellule CD8+CD57+CD27- che invece hanno raggiunto la fase
terminale della differenziazione (109). Dal punto di vista funzionale le
cellule CD8+CD57+ sono descritte come ad alto potenziale citotossico in
grado di produrre elevate quantita di perforina, granzimi e granulisina.
Inoltre producono elevate quantita di IFNy e TNF-o; tuttavia sono
descritti  alcuni  sottotipi  con  attivitd  immunoregolatoria
(CD8+CD57+Foxp3+ e IL10-secreting CD8+CD57+) (108). I dati sulla
suscettibilita di queste cellule all’apoptosi sono contrastanti. Alcuni studi

hanno mostrato elevata suscettibilita all’apoptosi per incrementata
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espressione di Fas, caspasi-3 e riduzione dell’espressione di fattori anti-
apoptotici mentre altri lavori hanno mostrato accumulo progressivo con
I’eta per elevata resistenza all’apoptosi (108). Wood et al. hanno studiato
pazienti con HIV rilevando che le T CD8+CDS57+ avevano un’elevata
suscettibilita all’apoptosi indotta dall’attivazione cellulare nelle fasi
iniziali dell’infezione mentre negli stadi avanzati acquisivano resistenza
all’apoptosi (110). E stato ipotizzato che le cellule CD8+CD57+CD27+
possano rappresentare un tipo cellulare ad alto potenziale citotossico,
potenziale proliferativo conservato e elevata suscettibilita all’apoptosi
indotta dalla stimolazione antigenica, mentre le CD27-, aventi reale
senescenza immunitaria, potrebbero presentare resistenza all’apoptosi
(110).

Oltre all’invecchiamento numerose condizioni patologiche sono
associate a un prematuro accumulo di queste cellule come
I’inflammazione da esercizio fisico strenuo, 1 tumori sia solidi che
ematologici, le infezioni virali croniche (HIV, CMV, EBV parvovorus
B19), le infezioni batteriche croniche (tubercolosi), I’asma e le patologie
autoimmuni (diabete mellito di tipo 1, morbo di Graves, spondilite
anchilosante, dermatomiosite, polimiosite). Esistono specifiche evidenze
relative alla relazione fra le cellule CD8+CD57+ e I’ateromasia carotidea
nei pazienti con HIV e fra esse e la sindrome coronarica acuta (108). Yu
et al. hanno dimostrato una correlazione fra CD8+CD57+ circolanti e
mortalita a breve termine in pazienti con diagnosi di infarto miocardico
acuto. Alcuni studi hanno documentato 1I’accumulo di CD4+CD57+ nella
placca aterosclerotica con induzione di instabilita della placca stessa
(111).

Pochi studi hanno valutato il comportamento di queste cellule nel
paziente con CKD o in trattamento emodialitico € non sono presenti
lavori in letteratura riguardo I’influenza di diverse membrane di dialisi.
In un recente studio Crepin et al. hanno dimostrato che le CD8+CD28-
CD57+ circolanti risultavano aumentate in pazienti con CKD stadio 4 ¢
in misura maggiore in pazienti in emodialisi rispetto a controlli sani e che
tali differenze si accentuavano in pazienti CMV positivi (112)

rafforzando quanto gia esposto da Litjens et al. nel 2006 (25). Inoltre
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Meijers et al. rilevavano una maggiore percentuale di CD8+CD57+
circolanti in pazienti giovani (sotto i 50 anni) in dialisi rispetto a pazienti
di eta comparabile con CKD in fase conservativa (39).

Analogamente a quanto riportato in letteratura, I’analisi dei dati dello
studio ha evidenziato un aumento significativo della popolazione
linfocitaria T CD8+CDS57+ nei pazienti in dialisi rispetto al gruppo di
controllo dei sani. Questo dato non ¢ accompagnato perd da un aumento
della produzione di IFN-y da parte di questa sottopopolazione. In corso
di dialisi invece si ¢ assistito ad una diminuzione statisticamente
significativa del numero di linfociti T CD8+CD57+ al termine della
seduta, con un ulteriore diminuzione statisticamente significativa
all’inizio della seduta successiva. I meccanismi che sottendono tale
modifica non sono noti, tuttavia ¢ ipotizzabile un’eventuale deplezione
cellulare per apoptosi indotta da attivazione antigenica, la perdita di una
quota di cellule in seguito a interazione con il circuito di dialisi e
I’attivazione cellulare con adesione endoteliale e “sequestro” dal circolo
sistemico, e forse tale condizione necessita di piu di 48 ore per rientrare
a livelli basali, spiegando la persistenza di bassi livelli di CD8+CD57+
anche al T2.

Su questa popolazione linfocitaria ¢ stata esaminata la produzione di IFN-
v, che ha mostrato un lieve aumento, ma non significativo, alla fine della
quinta seduta, con un drastico e significativo calo all’inizio della sesta
seduta. E ipotizzabile che questo sottogruppo di cellule, che esprime
I’attivazione di una quota di cellule CD8+CD57+ che assumono ancor
piu elevata attivitd infiammatoria, siano incrementate in risposta
all’interfaccia fra sangue e membrana di dialisi. Non sussistono
differenze con diverse membrane di dialisi né dal punto di visa numerico
che funzionale per questa popolazione linfocitaria, anche se la
produzione di INF-y tende a ridursi maggiormente con i filtri PMMA e
Theranova.

Altra analisi di rilievo dello studio ¢ il rapporto Treg e Th17. Le cellule
Treg e le cellule Th17 sono state descritte come due popolazioni cellulari
aventi effetti opposti in vivo (64) con uno squilibrio a favore delle Th17

nel paziente in emodialisi cronica quale possibile fattore contribuente allo
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stato inflammatorio cronico e all’elevato rischio cardiovascolare presenti
in questa categoria di pazienti (30; 65,66). I dati dello studio sono
concordi nell’evidenziare uno squilibrio a favore delle Th17 legato ad un
significativo aumento di questa popolazione in dialisi rispetto ai controlli
sani, tuttavia in assenza di modifiche della popolazione FOXP3+ CD4+
rappresentante le Treg, modifica che invece ¢ stata riportata in letteratura.
In particolare Hendrikx et al (63), Mansouri et al. (42) e Ren et al (114)
nelle proprie ricerche evidenziano un calo delle Treg nei pazienti uremici
sottoposti a terapia emodialitica. Se analizziamo il rapporto Treg/Th17
questo pertanto risulta significativamente ridotto nella popolazione in
trattamento sostitutivo rispetto ai controlli sani, tale dato concorda con
quanto riportato da Zhu et al, ovvero che lo stadio della malattia renale
cronica influenza tale rapporto a favore delle Th17 (114).

Ad oggi la letteratura non si ¢ concentrata sull’analisi specifica del
comportamento di queste due sottopopolazioni linfocitarie in corso di
trattamento extracorporeo, ma nel corso dello studio, in dialisi, ¢ stato
rilevato un calo significativo della popolazione Treg al T2, le Thl7
mostrano un lieve calo dopo la quinta seduta dialitica e successivamente
all’inizio della sesta seduta dialitica, questi dai perd non riportano alcuna
significativita. Dato I’aumento delle Treg in corso di dialisi, il rapporto
Treg/Th17 presenta un aumento significativo al T1 per poi ridursi a 48
ore. Il confronto tra i gruppi di pazienti trattati con diverse membrane di
dialisi non ha mostrato differenze nel rapporto Treg/Th17 in corso di
dialisi anche se le Th17 hanno una riduzione non statisticamente
significativa con il filtro PMMA.

Nello studio condotto sono stati esaminati i linfociti NK nel paziente in
trattamento emodialitico e i dati mostrano come le NK vadano incontro
ad un aumento significativo di questa sottopopolazione rispetto ai
controlli sani e, in corso di dialisi, si assiste ad una riduzione
statisticamente significativa al T1 con successivo rialzo al T2. Gli studi
che si concentrano sulle alterazioni delle NK durante il trattamento
emodialitico sono pochi. Lo studio piu rilevante, condotto da Vacher-
Coponat et al. si dissocia dai nostri risultati, in quanto ha dimostrato che

il numero di cellule NK ¢ ridotto nei pazienti in dialisi rispetto a un
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gruppo di controllo di sani come conseguenza della nota linfopenia
indotta dall’uremia e uno dei fattori piu significativi potrebbe essere la
prolungata eta dialitica (115). Anche Baron et al. in uno studio su 35
pazienti in emodialisi hanno evidenziato una riduzione significativa della
percentuale NKT rispetto a controlli sani mentre essa non differiva
rispetto a soggetti con trapianto renale (116).

Tuttavia ¢ importante ricordare la nota relazione fra attivita delle NK e il
rischio cardiovascolare, tale sottopopolazione linfocitaria ¢ presente nella
placca aterosclerotica sebbene in misura minore rispetto alle CD3+ ed ¢
stata dimostrata un’associazione fra i livelli dei NK e il rischio di sviluppo
di aterosclerosi e di instabilita della placca (117). E possibile ipotizzare
che nei pazienti in emodialisi soggetti ad un maggiore stimolo
inflammatorio e con elevato profilo di rischio cardiovascolare le NK
siano presenti a livelli maggiori. Non sono invece disponibili in
letteratura studi riguardanti gli effetti dell’esposizione a differenti
membrane dialitiche, fatta eccezione per un recente studio di Peraldi et
al. (118) che ha dimostrato su 55 pazienti in emodialisi un ridotto numero
di cellule NK positive per il recettore NKG2D rispetto a controlli sani.
La riduzione percentuale di NKG2D-positive NK era maggiore con il
filtro Nephral rispetto agli altri (BK-F, Helixone-FX). Gli Autori
concludevano che I’espressione di NKG2D era maggiormente conservata
con le membrane piu biocompatibili garantendo una maggiore
funzionalita delle NK e quindi una maggiore immunocompetenza.
Comunque il confronto fra i diversi filtri dializzatori presi in esame nel
nostro studio non ha mostrato differenze statisticamente significative.
L’analisi dei linfociti B e delle sue alterazioni ¢ un argomento poco
trattato dalla letteratura scientifica. Lo studio condotto ha mostrato che
nel confronto con il gruppo dei sani le cellule B subiscono una
diminuzione statisticamente significativa nei pazienti sottoposti al
trattamento dialitico. E noto come il trattamento extracorporeo sia
associato ad una diffusa riduzione delle sottopopolazioni B (119),
probabilmente come conseguenza di una incrementata apoptosi legata
verosimilmente ad una ridotta espressione di Bcl-2 (40) ¢ una ridotta

espressione del fattore attivante le cellule B (B-cell activating factor
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BAFF) (120). Tuttavia nonostante il ridotto numero di linfociti B, questi
nei pazienti in emodialisi presentano una spiccata attivita di rilascio di
citochine come TNF-o and IL-6 (121).

Diversamente sono scarsi i dati scientifici disponibili sugli effetti di una
singola seduta sui linfociti B, nello studio condotto ¢ stato registrato un
lieve aumento non significativo in corso di dialisi tra i vari tempi del
trattamento. Ancora una volta non sono disponibili in letteratura studi
riguardanti gli effetti dell’esposizione a differenti membrane dialitiche, il
confronto fra i diversi filtri dializzatori presi in esame nel nostro studio
non ha mostrato differenze statisticamente significative.

Infine I’analisi sulla popolazione dei monociti circolanti in corso di
seduta dialitica ha mostrato una significativa riduzione della subito dopo
la seduta dialitica, con valori che ritornano nella norma all’inizio della
dialisi successiva. La popolazione affetta da ESRD in trattamento
sostitutivo presenta valori percentuale di monociti lievemente maggiori
rispetto alla popolazione sana, in assenza di differenze significative.

I monociti sono cellule chiave per I’immunita innata e giocano un ruolo
fondamentale nella risposta infiammatoria. Al contatto sangue membrana
dialitica si scatena una reazione nei confronti di un corpo estraneo legata
principalmente dal reclutamento di monociti e neutrofili con rilascio di
citochine pro infiammatorie come IL-1, IL-6 ¢ TNF-a (121, 122).
Pertanto, la misurazione dei monociti attivati fornisce preziose
informazioni sulla biocompatibilita delle membrane (98).

Ramirez et al. hanno dimostrato che monociti a fenotipo infiammatorio
CD14+CD16+ derivati da pazienti affetti da CKD presentano una elevata
capacita di adesione alle cellule endoteliali (123) e pazienti in emodialisi
hanno un aumento dei livelli di monociti CD14+CD16+, se comparati
con pazienti in dialisi peritoneale (124). Studi in vitro hanno esplorato
I’effetto delle citochine inflammatorie rilasciate da monociti attivati sulle
cellule endoteliali. Sono stati posti in coltura monociti CD14+CD16+ con
cellule endoteliali derivate dalla vena ombelicale umana (human
umbilical vein endothelial cells HuVECs) con riscontro di un incremento

del tasso di apoptosi e dell’attivita di specie radicali dell’ossigeno (ROS)
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nelle HUVECs (125); confermando I’ipotesi che lo stress ossidativo
indotto dalla microinflammazione conduce ad un danno endoteliale.

Dai dati di letteratura ¢ noto come nelle prime fasi della seduta
emodialtica (primi 10 - 20 minuti) i monociti circolanti si riducano
drasticamente per poi rientrare verso i livelli basali al termine della seduta
stessa. Tale fenomeno ¢ dovuto ad un “sequestro” di monociti a livello
del microcircolo polmonare determinato dall’attivazione di tali cellule in
seguito all’esposizione al circuito extracorporeo con conseguente
adesione endoteliale. Ma in corso di seduta ¢ documentata anche una
progressiva perdita della capacita di adesione leucocitaria all’endotelio
legata ad una riduzione dell’espressione di molecole di adesione con
ripristino dei livelli circolanti di monociti. Il fenomeno del “sequestro” ¢
piu marcato per cellule ad elevato potenziale infiammatorio e quindi con
maggiore capacita di espressione di molecole di adesione (126). E
possibile che la riduzione della percentuale di monociti post-dialisi
osservata nel nostro studio possa essere secondaria a tale fenomeno per
poi rientrare ai valori basali dopo 48 ore. Lo studio condotto da Sester e
il suo gruppo di ricerca dimostra inoltre che il fenomeno del sequestro
non era valido su modello di seduta dialitica simulata in vitro e non era
influenzato, in vivo, dall’impiego di membrane biocompatibili (126).

Dati sperimentali di diversi studi che indagano sull’impatto di diverse
membrane di dialisi riportano risultati discordanti sull’efficacia dei filtri
di ridurre i marker dell’infiammazione e di attivazione monocitaria. Una
singola seduta di emodialisi con membrane a basso flusso cellulosiche e
di polisulfone non ha mostrato differenze nel modificare la
concentrazione di TNF-a, IL-6, P-selectina e fattori della coagulazione
(127). In uno studio osservazionale prospettivo su 30 pazienti in
emodialisi, Martinez-Miguel et al. (128) hanno valutato se membrane
maggiormente biocompatibili siano in grado di ridurre I’attivazione
monocitaria e la capacita in vitro di indurre danno endoteliale, testando
polimeri Aigh flux di polisulfone e polietersulfone. Quando comparate
con due settimane di dialisi con polisulfone, il polietersulfone ha mostrato
una ridotta adesione dei monociti alle cellule endoteliali, una ridotta

tossicita cellulare indotta dai monociti ed una ridotta espressione
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dell’endothelin-converting enzyme-1 (ECE-1), una proteina coinvolta
nella sintesi dell’endotelina. Questi effetti non sono riportati dopo una
singola seduta suggerendo come possa sussistere in questo meccanismo
un effetto cumulativo, legato all’uso continuo di filtri di elevate qualita.

Nello studio condotto non sono state registrate differenze significative
nel confronto fra pazienti trattati con PMMA, HFR17 o membrana MCO,
probabilmente in quanto sono tutte membrane altamente biocompatibili.
Dall’analisi dei risultati di questo studio € possibile ipotizzare delle tesi
su come il trattamento emodialitico modifichi le sottopopolazioni
linfocitarie e 1 leucociti. In generale i linfociti circolanti sono in
percentuale piu bassa rispetto alla popolazione sana a seguito di un
aumentato indice di apoptosi e in corso di dialisi si assiste ad una
riduzione degli stessi. Questo dato associato all’aumento percentuale
delle CD4+, secondario ad un’aumentata proliferazione, ad un aumento
rapporto Treg/Th17 e la riduzione di tipi cellulari a -carattere
inflammatorio potrebbero fare ipotizzare un ruolo antiinfiammatorio
della seduta, possibilmente dovuto alla rimozione di mediatori
dell’inflammazione con progressivo ripristino delle condizioni basali una
volta allontanatisi dalla seduta.

Dr’altro canto ¢ possibile che la seduta emodialitica rappresenti un trigger
infiammatorio acuto nel contesto di un sistema immunitario gia iperattivo
e disfunzionale come testimoniato dall’incremento di varie
sottopopolazioni linfocitarie ad elevato potenziale citotossico ed
inflammatorio nella popolazione in trattamento sostitutivo rispetto alla
popolazione sana come NK e Th17 con ridotto rapporto Treg/Th17 e
I’incremento di CD8+CD57+ senescenti tipiche di condizioni di stress
inflammatorio. Pertanto la riduzione linfocitaria a cui si assiste in corso
di seduta potrebbe essere giustificata da un’incrementata apoptosi indotta
dall’attivazione cellulare o da un’attivazione cellulare con massiccia
adesione all’endotelio. In questo studio tuttavia non sono stati valutati gli
indici di apoptosi di ogni singola sottopopolazione linfocitaria e dei
leucociti né i livelli dei mediatori dell’infiammazione circolanti. Questi

elementi potrebbero essere oggetto di prosecuzione del lavoro di ricerca,
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assieme con il ruolo del sistema del complemento in corso di emodialisi
e dell’accesso vascolare nella modulazione dello stato infiammatorio.

Il confronto fra gruppi di pazienti trattati con membrane di dialisi
differenti tra loro per struttura, superficie e capacita adsorbente non ha
prodotto differenze statisticamente significative. A tal proposito va
specificato che 1 filtri dializzatori impiegati erano tutti a elevata
biocompatibilita. Cio, unito al numero limitato di pazienti studiati,
potrebbe aver reso meno evidenti eventuali differenze.

I limiti di questo lavoro sono la ridotta coorte di pazienti arruolati e la
natura single-center, che tuttavia ne ha assicurato procedure uniformi
durante tutto il periodo di studio, ma che puo aver determinato un bias

legato a processi di sterilizzazione delle acque di dialisi.
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6. CONCLUSIONI

Questo studio dimostra come il trattamento emodialitico influenzi in
maniera profonda lo stato di attivazione e la funzionalita del sistema
immunitario, in particolare contribuisce all’immunodeficienza
normalmente presente in corso di ESRD, ma d’altro canto sembra
stimolare 1’attivazione linfocitaria, probabilmente a seguito dell’effetto
sull’immunita innata, come documentato dalle variazioni che i leucociti
e le sottopopolazioni linfocitarie subiscono in seguito all’esposizione al
circuito extracorporeo.

La peculiarita del progetto di ricerca ¢ stata la valutazione degli effetti
della singola seduta emodialitica sulle sottopopolazioni linfocitarie,
condizione che non ¢ stata descritta prima in letteratura.

Ulteriori studi e analisi sulla popolazione in esame sono necessari al fine
di caratterizzare questa interazione.

Sebbene la biocompatibilita della membrana e della tecnica dialitica
siano elementi riconosciuti quali fondamentali per ridurre lo stato
inflammatorio nei pazienti in trattamento sostitutivo, lo studio non ha
evidenziato differenze statisticamente significative confrontando diversi
filtri dializzatori. Sono necessari studi ulteriori, multicentrici € con un
numero maggiore di soggetti al fine di valutare la reale entita dell’impatto
delle membrane a diversa biocompatibilita in termini quantitativi e

qualitativi sulla modulazione del sistema immunitario.
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