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PROGETTO

Il precondizionamento epatico: meccanismi biomolecolari di induzione della
tolleranza al danno da ischemia/riperfusione.

Introduzione

Il precondizionamento epatico € il processo per cui una preliminare esposizione a condizioni di
stress moderato incrementa la resistenza del tessuto epatico alle lesioni causate da una temporanea
condizione di ischemia seguita da riperfusione (1,2).

Il mancato apporto di ossigeno durante la fase ischemica determina la de-energizzazione dei
mitocondri e la riduzione del contenuto intracellulare di ATP a cui si associano alterazioni
dell’omeostasi del Na*, H" e Ca** (3-6).
La reintroduzione dell’ossigeno durante la riperfusione causa:
- aumento di produzione da parte dei mitocondri di specie reattive dell’ossigeno (ROS),
che inducono stress ossidativo e transizione della permeabilita mitocondriale (7);
- attivazione delle cellule di Kupffer con conseguente rilascio di ROS, ossido nitrico
(NO), citochine pro-inflammatorie (TNF, IL-6, IL-1p, MCP-1, IL-12, IL-18 ¢ CXC) e
inibizione della sintesi di citochie antiinfiammatorie (IL-10) (8-9);
- adesione dei leucociti alle cellule endoteliali per aumentata espressione di molecole di
adesione cellulare (ICAM e selettina P) e infiltazione neutrofilica del parenchima epatico

(8).

I1 precondizionamento epatico puo essere indotto da:

* breve interruzione dell’apporto ematico seguita da riperfusione (10)
* esposizione ad ipertermia transitoria (11)

* esposizione a un moderato stress ossidativo (12)

Studi sul topo e sul ratto hanno dimostrato che una interruzione per 5-10 min. dell’afflusso ematico
al fegato, seguita da 10-15 min. di riperfusione riduce il danno epatico prodotto da una successiva
fase prolungata di ischemia/riperfusione (I/R) (13-17), effetto particolarmente evidente in fegati
steatosici dove 1’applicazione del precondizionamento dimezza il rilascio di transaminasi e il danno
endoteliale (18).

Ratti sottoposti al trapianto di fegato pretrattati con un ciclo di I/R o moderata ipertermia prima
dell’espianto mostrano una riduzione dell’insorgenza di lesioni epatiche € un miglioramento della
sopravvivenza, suggerendo la possibile applicazione di una simile procedura ai trapianti epatici
umani (19-20).



Gli studi fino a oggi compiuti hanno dimostrato che gli effetti protettivi del precondizionamento
ischemico si esplicano in due fasi:
1. Precondizionamento precoce: fase che segue immediatamente la procedura precondizionante
e dura 2-3 ore; coinvolge la modulazione di alcune funzioni cellulari.
2. Precondizionamento tardivo: inizia dopo 12-24 ore dal trattamento precondizionante € puo
durare fino a 3-4 giorni; richiede la trascrizione genica e la sintesi di nuove proteine
(1,10,21).

I1 precondizionamento ¢ quindi un processo di adattamento che rende le cellule piu resistenti ad un
successivo stress potenzialmente letale. E’ indotto da stimoli specifici che attraverso vie di
segnalamento intracellulare e la modulazione di alcune funzioni cellulari attivano i meccanismi
responsabili della citoprotezione (10).

Lo scopo di questo progetto ¢ la caratterizzazione dei meccanismi molecolari attraverso cui il
precondizionamento epatico induce la tolleranza al danno da ischemia/riperfusione e la valutazione
della sua efficacia terapeutica per I’ottimizzazione degli interventi di trapianto e di resezione di
fegato.

Risultati precedenti

Allo scopo di studiare i meccanismi responsabili degli effetti citoprotettivi del precondizionamento
il nostro laboratorio ha messo a punto un sistema cellulare di precondizionamento epatico.
Utilizzando epatociti di ratto precondizionati con una breve ipossia-riossigenazione, ¢ stata ottenuta
la interessante osservazione che lo sviluppo della resistenza precoce al danno ipossico degli
epatociti precondizionati ¢ conseguenza dell’attivazione di un sistema intracellulare in grado di
prevenire la produzione dell’acidosi ipossica ¢ del conseguente accumulo citotossico di Na* (22-
24). Tale sistema ¢ la ATPasi vacuolare (V-ATPasi) che ha il ruolo di produrre la acidificazione
degli endosomi e dei lisosomi e che, negli epatociti precondizionati, ¢ attivata e traslocata in
plasmamembrana (25). Questo processo consente 1’estrusione di protoni in maniera indipendente
dai sistemi classici di controllo del pH, evitando quindi I’accumulo di Na" nella cellula. Cio puo
essere importante per 1’acquisizione della tolleranza al danno da ischemia/riperfusione da parte
degli epatociti, in quanto il sovraccarico di sodio ¢ responsabile dell’alterazione dei sistemi di
regolazione del volume cellulare (6) e promuove la morte cellulare durante I’ipossia e le prime fasi
della riossigenazione (26,27).

In studi piu recenti ¢ stato iniziato 1’esame della complessa rete di mediatori intracellulari che sono
coinvolti nella attivazione di questi meccanismi citoprotettivi. Tale sistema di mediatori coinvolge
numerose vie di segnalamento intracellulare che possono essere stimolate da 2 agenti inizianti del
precondizionamento epatico individuati negli studi “in vivo”: 1’adenosina e I’ossido nitrico
(2).(Figural)
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E’ stato osservato che le vie di segnalamento attivate dall’adenosina coinvolgono 1 recettori A2a
dell’adenosina (A2aR), che in seguito a stimolazione attivano una via di segnalamento che
coinvolge le proteine G inibitorie (Gi), la fosfolipasi C (PLC), le specifiche isoforme delta ed
epsilon della protein chinasi C (PKC) e la MAP chinasi p38 (p38 MAPK) (28). Anche se i recettori
A2aR sono classicamente accoppiati alle proteine G stimolatorie (Gs) e quindi alla adenilato-ciclasi
(A-C) ed alla protein chinasi A (PKA) in una prima fase ¢ stato escluso il coinvolgimento di questa
ulteriore via di segnalamento, in quanto la stimolazione diretta della PKA con forscolina non ha
mostrato di produrre effetti citoprotettivi (28). Successivamente tuttavia si € potuto spiegare questo
apparente paradosso: in corso di precondizionamento abbiamo una effettiva stimolazione delle
proteine Gs, della A-C e della PKA, la PKA ¢ quindi responsabile della fosforilazione del A2aR.
Tale processo determina lo spostamento della affinita del recettore dalle proteine Gs alle Gi con
conseguente attivazione di PLC, PKC e p38 MAPK ed induzione della citoprotezione (29). La PKA
puo pero produrre fosforilazione di A2aR solo in presenza del suo ligando (adenosina) e tale
fenomeno spiega il mancato effetto protettivo della sola stimolazione della PKA (29).

La via di segnalamento che si attiva a partire dalle proteine Gi coinvolge inoltre la fosfatidil-
inositolo-3-chinasi (PI3K), considerata un mediatore critico del precondizionamento epatico e il
mediatore della sopravvivenza cellulare (29). PI3K si attiva a seguito della congiunta stimolazione
delle proteine Gi e della Src tirosino chinasi (29) ed ¢ successivamente coinvolta nella attivazione
della PLC e della PKC (14).

Il trattamento di epatociti di ratto con donatori di NO determina invece citoprotezione grazie
all’attivazione di due parallele vie di segnalamento: una coinvolge la proteina Ras e 1’altra la
guanilato-ciclasi (G-C) e la protein chinasi dipendente dal cGMP (cGK) (30,31). Entrambe queste
vie concorrono alla successiva attivazione di PI3K mentre solo la via G-C/cGK porta alla
stimolazione della p38 MAPK (30,31).

PI3K e p38 MAPK appaiono dunque mediatori centrali del precondizionamento degli epatociti e,
come riscontrato in studi  “in  vivo” (10) anche del fegato in toto.
Questi risultati rappresentano la prima caratterizzazione di sistemi molecolari intracellulari coinvolti
nel precondizionamento epatico. (Figura 2)
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Figura 2

Allo stato attuale delle ricerche non sono stati evidenziati ulteriori induttori del precondizionamento
epatico.

Studi compiuti nel cuore e nel cervello hanno tuttavia dimostrato che una breve ischemia induce il
rilascio di un’elevata quantitd di ATP (32), che ¢ quindi rapidamente degradato ad ADP ed
adenosina, che ¢ risultata essere un induttore del precondizionamento nel cuore e nel fegato “in
vivo” (32,10) e nel nostro sistema di epatociti precondizionati (22).

E’ interessante rilevare che, come ¢ stato riportato in un nostro recente studio, I’ATP stesso ¢ in
grado di indurre un aumentata resistenza al danno ipossico degli epatociti (33).

In particolare I’ATP agisce tramite stimolazione del sottogruppo P2Y dei recettori purinergici
(P2YR), che con un meccanismo Src mediato attivano p38 MAPK. A sua volta p38 MAPK agisce
tramite inibizione di entrambe le isoforme 1 e 2 di ERK (ERK1/2) 1 cui segnali promuovono
I’influsso di Na" tramite lo scambiatore Na"/ H" (NHE) sulla membrana celllulare (33). Il possibile
contributo del’ATP all’induzione del precondizionamento epatico deve essere comunque
approfondito.



Prospettive future

Ancora in gran parte sconosciuti sono:

» gli effetti del p.e. associati:
o alla attivazione della trascrizione del DNA ed i fattori di trascrizione nucleari
coinvolti
o alla sintesi di nuove proteine a potenziale citoprotettivo
* [ cambiamenti del proteoma responsabili di:
o aumentata resistenza al danno da I/R dell’endotelio sinusoidale
o diminuita espressione, da parte dell’endotelio, di molecole di adesione per i
leucociti.

« I mediatori molecolari intracellulari responsabili della minore attivazione delle cellule di
Kupffer.

* [ cambiamenti proteomici che, nelle diverse cellule epatiche, sottendono il mantenimento
della capacita rigenerativa del fegato pur in condizioni di I/R.

« L’analisi della possibilita che i1 diversi mediatori del pre-condizionamento possano
produrre un effetto citoprotettivo e, possibilmente, pro-rigenerativo, anche se attivati
“dopo” un insulto patogeno. Tale evenienza riprodurrebbe cosi, anche nel fegato, il
fenomeno del post-condizionamento di recente descritto nel cuore (34,35).

Le future linee di ricerca del nostro laboratorio riguarderanno:

STUDI CON GLI EPATOCITI

1)

CARATTERIZZAZIONE DI ULTERIORI INDUTTORI E MEDIATORI COSTITUTIVI
DEL PRECONDIZIONAMENTO

INDUTTORI

Valuteremo se epatociti esposti a precondizionamento ipossico rilasciano ATP e se 1’uso di
specifici inibitori dei recettori P2Y (suramin e RB2) blocca la citoprotezione da
precondizionamento. La possibilita che molecole naturali, anche diverse dagli effettivi
induttori del precondizionamento, possano indurre effetti precondizionati ha un notevole
interesse nell’ottica di una effettiva applicazione clinica del precondizionamento
farmacologico. Dati preliminari ci indicano che la glicina ¢ in grado di indurre citoprotezione
con un meccanismo mediato dalla p38 MAPK. Esamineremo quindi la capacita della glicina di
mimare gli effetti del precondizionamento e le vie di trasduzione coinvolte.

MEDIATORI COSTITUTIVI

Continueremo le ricerche sui mediatori costitutivi che partecipano allo sviluppo del fenotipo
epatocitario precondizionato, in particolare la PKC, la p38 MAPK e la PI3K.

Valuteremo 1’impatto di procedure precondizionati sull’attivita della diacilglicerolo chinasi
(DGK), di ASK-1 e della fosfatasi PTEN. DGK fosforila il diacilglicerolo (DAG) ad acido
fosfatidico, diminuendone quindi la disponibilita (36); poich¢ i1 DAG ¢ necessario
all’attivazione delle PKC (36), la DGK dovrebbe avere il ruolo di regolatore negativo delle
PKC. ASK-1 ¢ una MAP chinasi, chinasi, chinasi (MAPKKK) coinvolta nella regolazione di
JINK e p38 MAPK (37). PTEN infine defosforila il prodotto della PI3K (PIP3)
antagonizzandone gli effetti (38).



2)

3)

4)

5)

6)

FATTORI DI TRANSCRIZIONE NUCLEARE COINVOLTI NELL’INDUZIONE DEL
PRECONDIZIONAMENTO.

Esamineremo la capacita degli induttori e dei mediatori del precondizionamento caratterizzati
in precedenza di attivare i fattori di trascrizione HIF-1, NFkB, AP-1 e STATs (generalmente
sono coinvolti nella risposta della cellula allo stress, nella induzione della proliferazione o

nella modulazione della risposta infiammatoria) (39-42), o di promuovere il loro legame al
DNA.

PROTEINE DI NUOVA SINTESI ASSOCIATE ALLO SVILUPPO DEL
PRECONDIZIONAMENTO.

Valuteremo, sia in termini di mRNA che di livelli proteici, I’espressione di geni target dei
fattori di trascrizione trovati attivati nel punto 2) che siano noti per modulare la proliferazione
cellulare o la sopravvivenza (per es. la NO sintetasi, la cicloossigenasi, il trasportatore del
glucosio GLUT-1, I’eritropoietina, il regolatore del pH anidrasi carbonica IX, le proteine anti-
apoptotiche Bcl-2, Bcel-x1, survivina e la ciclina betal) (39-42).

INDUTTORI E MEDIATORI DEL PRECONDIZIONAMENTO COINVOLTI NELLA
PROMOZIONE DELLA CITOPROTEZIONE E DELLA PROLIFERAZIONE.

Analizzeremo il ruolo degli induttori e dei mediatori identificati nei punti 1), 2), 3) nella
produzione della resistenza al danno da ipossia o da ipossia/riossigenazione. Studieremo il loro
contributo e quello degli induttori ¢ mediatori caratterizzati nelle ricerche precedenti nella
induzione della proliferazione di epatociti precondizionati.

POST-CONDIZIONAMENTO DEGLI EPATOCITI

Valuteremo se gli induttori del precondizionamento sono anche in grado di produrre effetti
citoprotettivi, ed eventualmente, pro-rigenerativi se applicati subito dopo 1’inizio di una ipossia
prolungata o all’inizio della riossigenazione dopo 1’ipossia. In caso di risultato positivo
verificheremo 1’eventuale coinvolgimento dei mediatori del pre-condizionamento nel produrre
anche gli effetti del post-condizionamento.

EFFETTI DEGLI INDUTTORI E MEDIATORI DEL PRECONDIZIONAMENTO SU
DIFFERENTI MODELLI DI DANNO EPATOCITARIO

Cercheremo di verificare se gli epatociti pre-, ma soprattutto post-condizionati siano anche
resistenti ad altri tipi di danno responsabili della necrosi acuta del fegato “in vivo”.
Esamineremo 1’azione del precondizionamento sul danno epatocitario indotto da CCl4 (come
modello di danno da intossicazione da farmaco) e da FasL (come modello di danno da reazione
immunitaria citotossica).

STUDI CON LE CELLULE ENDOTELIALI

Valuteremo il contributo degli induttori, dei mediatori e dei fattori di trascrizione nucleari implicati
nel precondizionamento degli epatociti all’induzione della resistenza al danno e alla proliferazione
delle cellule endoteliali. Esamineremo, inoltre la loro capacita di inibire la espressione di molecole
di adesione per i leucociti: beta-2-integrine ICAM-1 e beta-1-integrine VCAM-1.

STUDI CON LE CELLULE DI KUPFFER

Studieremo il ruolo degli induttori, dei mediatori e dei fattori di trascrizione nucleari implicati nel
precondizionamento degli epatociti nella riduzione della attivazione delle cellule di Kupffer (KC).



Tale effetto sara valutato in KC precondizionate e non, esposte o meno ad ipossia, ipossia-
riossigenazione, LPS o TNF, come produzione di ROS, di citochine pro- ed anti-infiammatorie e
dei fattori di crescita per gli epatociti e le cellule endoteliali HGF e VEGF.

STUDI CON CO-COLTURE DI CELLULE EPATICHE

E’ molto probabile che le interazioni fra le diverse cellule epatiche abbiano un ruolo nello sviluppo
del fenotipo epatico condizionato, tramite il rilascio di mediatori eventualmente responsabili della
induzione di risposte da pre-condizionamento in cellule vicine.
Alcuni esempi:
* ¢ stato ipotizzato che la citoprotezione da NO degli epatociti in corso di
precondizionamento avvenga a seguito del rilascio di NO da parte delle cellule endoteliali
(2);
« ¢ noto che lattivazione del fattore di trascrizione STAT-3 negli epatociti ¢ primariamente
dovuta al rilascio di IL-6 da parte delle KC (43);
« lastessa IL-6 ¢ nota per avere effetti pro-rigenerativi e citoprotettivi (44).
Impiegando co-colture cellulari inizieremo ad esaminare le complesse interazioni fra le diverse
cellule epatiche. Questo sistema sperimentale permettera di verificare se lo sviluppo del fenotipo
precondizionato da parte di una determinata cellula epatica ¢ determinato o meno dalla presenza di
altri tipi di cellule epatiche. Sara verificata inoltre la capacita del mezzo di coltura di cellule
precondizionate di promuovere il precondizionamento di altre cellule.

Le informazioni ottenute in questi studi saranno rese immediatamente disponibili agli altri Centri
Universitari che collaborano al presente Progetto ed in particolare verificate usando cellule epatiche
in linea e modelli sperimentali “in vivo”. Tutti 1 mediatori che si dimostreranno coinvolti nello
sviluppo del precondizionamento epatico sia nei modelli “in vitro” che “in vivo” saranno valutati in
biopsie epatiche di pazienti esposti 0 meno a precondizionamento ischemico e quindi sottoposti a
trapianto di fegato.
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