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CAMPI DI INDAGINE NELLA RICERCA. Storia naturale delle epatiti virali croniche; fattori prognostici della cirrosi e
dell’epatocarcinoma; complicazioni mediche dopo trapianto del fegato; danno immuno-mediato e citochine pro-
infiammatorie; risposta immunologica alle neoplasie.

TEMI CORRENTI DI RICERCA.

1) Localizzazione intracellulare della proteina del core HCV. La proteina core HCV
sembrerebbe essere coinvolta in plurimi processi patogenetici, che includono la carcinogenesi e la
steatosi epatica. Come questa proteina concorra allo sviluppo di malattia non é del tutto chiarito, ma
si ipotizza che vi sia un’interazione tra le lipoproteine e le particelle virali nel sangue; cio avrebbe a
che fare con il meccanismo di trasporto del virus nella circolazione sanguigna e con I’ingresso
nell’epatocita. Dati in letteratura, peraltro, suggeriscono che vi possa essere una diretta interazione
tra proteine virali e sintesi delle apolipoproteine all’interno degli epatociti. In letteratura & peraltro
discussa la localizzazione cellulare della proteina, esclusivamente citoplasmatica secondo alcuni o
anche nucleare secondo altri. Questa discrepanza € in parte correlata alle dimensioni del trascritto
studiato, infatti, oltre alla forma matura (19-21 kD), sono state descritte altre 3 forme derivanti da
splicing cellulari successivi. A favore della localizzazione nucleare € la presenza, nella regione N-
terminale, di tre sequenze di localizzazione nucleare. In una prima fase dello studio é stata
analizzata la localizzazione della forma matura della proteina in cellule Huh7 trasfettate. Si € cosi
potuto verificare la sua localizzazione citoplasmatica in associazione alle gocce lipidiche, grazie ad
una doppia colorazione con una sonda specifica per gli lipidi neutri costituenti le goccioline di
grasso citoplasmatiche (BODIPY 493/503). sono state successivamente prodotte quattro forme
tronche della proteina (a livello degli amminoacidi 120, 140, 163 e 172) fuse con la green
fluorescence protein. si é potuto cosi verificare che le forme di 120 e 140 si localizzano
esclusivamente a livello nucleare, e colocalizzano con la fosfoproteina nucleolare nucleolina e B23,
mentre le forme di 163 e 172 aa hanno una doppia localizzazione, nucleare e citoplasmatica con le
goccioline di grasso.



2) Inibitori della calcineurina e fibrogenesi epatica. Negli ultimi anni é stato osservato un
decorso di malattia di dieci volte piu rapido in pazienti affetti da epatite C e sottoposti a trapianto di
fegato, rispetto ai pazienti HCV positivi non trapiantati, tanto da sviluppare una grave forma di
cirrosi a soli 5 anni di distanza dall’intervento. A questo proposito € stato recentemente suggerito un
possibile ruolo del trattamento immunosoppressivo nella variabilita della storia naturale dell’epatite
C ricorrente dopo trapianto. In particolare ha suscitato interesse un possibile effetto del tipo di
inibitore della calcineurina (ciclosporina e tacrolimus) scelto nel regime immunosoppressivo. Un
primo scopo del presente studio € verificare in vitro gli effetti della ciclosporina (CSA) e tacrolimus
(FK506) sull’espressione di alcuni fattori coinvolti nel processo di fibrogenesi quali il Transforming
Growth Factor-B1 (TGF-B1) e I’endotelina (END). L’espressione dell’END nelle HuH7 esposte a
CSA aumentava di 1.4+/-0.4 volte tra le 4,5 e le 9 ore, per ritornare lentamente al livello basale alle
24 ore; I’andamento non differiva in modo significativo quando le cellule venivano esposte a
FK506. L’espressione del TGF-B1 nelle cellule LX2 rimaneva costante nelle prime 12 ore e
raggiungeva un picco 1.8+/-0.5 alle 24 ore. Infine 1~

alcun cambiamento significativo nell’espressione del TGF-f1 nelle HuH7 e di END nelle LX2
durante I’intero tempo si osservazione sperimentale. Questi dati supportano 1’ipotesi che gli inibitori
della calcineurina possano favorire lo sviluppo di fibrosi attraverso meccanismi diversi su epatociti
e cellule stellate. In presenza di inibitori della calcineurina gli epatociti potrebbero rilasciare
endotelina che a sua volta stimolerebbe I’espressione di TGF-f1 da parte delle cellule stellate,
espressione peraltro stimolata anche attraverso vie endotelina-indipendenti.

3) Ruolo dell’immunita innata e del sistema interferone nella reinfezione da virus dell’epatite
C nel fegato trapiantato. Nel campo del trapianto di fegato, un argomento di sempre maggiore
importanza riguarda gli effetti sul graft della reinfezione da virus dell’epatite C, che ¢ universale ed
¢ associata a riduzione della sopravvivenza di organo e paziente. L’evoluzione severa dell’’patite C
ricorrente ¢ predetta dallo staging in biopsie protocollari eseguite cosi presto come appena un anno
dopo I’intervento chirurgico. Tra i fattori di rischio per una forma severa di epatite C ricorrente, la
ricerca ha evidenziato a) I’uso di alte dosi di steroidi, per controllare il rigetto; b) il sesso del
ricevente; c¢) 1’eta del donatore. Tutti questi fattori influenzano in modo significativo qualita e
quantita di un aspetto fino ad oggi negletto nella immunologia dei trapianti, vale a dire I’immunita
innata che sembra giocare un ruolo importante sia nella difesa contro le infezioni che nella genesi
del rigetto acuto, due condizioni che molti ritengono strettamente associate nell’epatite C ricorrente
nel graft. Il presente studio vuole verificare 1’ipotesi che la risposta del graft, in termini di
espressione delle vie molecolari attivate nel sistema interferone, possa essere: a) funzione dell’eta
del donatore e del ricevente; b) fattore di maggiore o minore progressione fibrotica nel primo anno
post-trapianto di fegato per epatite cronica C. A tal fine ¢ stata valutata 1’espressione di geni
interferon-inducibili su RNA estratto da una piccola parte del tessuto epatico prelevato tramite
agobiopsia epatica percutanea, eseguita (in media) alla terza settimana post-trapianto da 30 pazienti
sottoposti a trapianto di fegato (OLT) per diverse eziologie rispetto a 4 soggetti di controllo. Sono
stati valutati tramite PCR realtime i geni: 2°-5" oligoadenylate synthase (OAS), protein kinase
(PKR), myxovirus resistance protein (MxA), interferon-y inducible protein 16 (IF116), and
interferon regulatory factor 7 (IRF7). | soggetti OLT-HCV positive avevano un incremento
dell’espressione di MxA significativamente maggiore (ratio 8.1 vs. 3.0, p= 0.014), OAS (8.5 vs.
1.5, p=0.001), and PKR (1.6 vs. 0.9, p=0.044) rispetto ai pazienti OLT-HCV negativi.
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