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SEZIONE 1
RISULTATI SCIENTIFICI

INTRODUZIONE

Il virus dell'epatite C (HCV) e una delle principabhuse dell'epatite cronica ad eziologia virale.
Circa I'80% dei soggetti infetti da HCV manifestaaucronicizzazione dell'infezione con lo
sviluppo nel 15-20% di cirrosi e/o epatocarcinotd&C), dopo 20-30 anni dall'infezione.

Per HCV non € stato finora messo a punto un siststabilizzato di infezione in vitro con
produzione di progenie virale infettante. Per questotivo rimangono ancora da chiarire le
caratteristiche dell'interazione tra HCV ed epdigcsua cellula bersaglio primaria, per quanto
concerne sia molti aspetti biologici del ciclo \etalel virus, sia gli effetti funzionali e patogéice
della replicazione virale a livello cellulare (corapo il possible sviluppo di HCC). Una delle
possibili cause del mancato sviluppo di un modéilimfezione di HCV e senza dubbio che le linee
di epatociti in uso presentano modeste analogieleaellule epatiche in vivo. Lo sviluppo di un
sistema stabilizzato di replicazione di HCV in epudi, oltre a poter chiarire i punti suddetti,
permetterebbe di allestire prove in vitro per lautazione dell'efficacia di farmaci antivirali elde
capacita neutralizzante degli anticorpi anti-HC¥tidon rilevanti implicazioni dal punto di vista
terapeutico e di strategia vaccinale.

Modello di rigenerazione epatica e citochine

Sin dall'antichita e stata riconosciuta al fegadopkculiarita di essere un organo in grado di
rigenerare il proprio parenchima dopo un danno,etestimoniato dal mito greco di Prometeo, il
gigante che dono il fuoco al genere umano. Comé&jmune per quest’atto Zeus lo condanno infatti
a aver divorato ogni giorno, da un’aquila, il priopfegato, che tuttavia si rigenerava nel corso di
ogni notte fornendo all'aquila eterno nutrimentoae®rometeo eterno supplizio. La straordinaria
capacita del fegato a rigenerare ha fatto ipotefasistenza di una cellula progenitrice (in irsgle
stem cell), sebbene tuttora sostenuta da alcumiriauton ha tuttavia trovato chiare verifiche
sperimentali. Recentemente, i meccanismi che mese e controllano la rigenerazione epatica
sono stati estesamente indagati e parzialmenteitClgieazie allo sviluppo di modelli sperimentali
animali. Tra questi l'induzione di un' insufficienzpatica acuta mediante epatectomia parziale
(PHx, 70% del parenchima) ha fornito le maggiofoimazioni circa gli eventi e la cascata di
reazioni che precedono e stimolano la rigenerazione

La rigenerazione ha sempre inizio nella zona l1gioree periportale e procede verso la zona 2 o
centrolobulare in 36-48 ore. La restante popolazicgllulare epatica (fibroblasti, cellule endotelia
etc.) inizia la sintesi di DNA solo a distanza dica 24 ore dall'inizio della replicazione
epatocitaria, a suggerire un ruolo diretto degéitepiti nel pilotare, tramite la produzione di ait

di crescita, la proliferazione degli altri tipi tghri. Gli eventi molecolari piu precoci dopo PHx
interessano la membrana cellulare che, dopo swolinfti, presenta un incremento del numero di
recettori per l'urokinasi ed un incremento delgt di tale enzima. Nei primi 30 minuti dopo
I'intervento si verifica inoltre I'espressione dinmerosi geni chiamati “immediate early genes” quali
la proteina legante insulin-like growth factorsiGE1-BP), il signal transducer and activator of
transcription-3 (STAT3), lo active nuclear fact@pipa B (NF-kB), enhanced binding proteire 3
(cEBRx e cEBM), hepatic associated transcription factors conmgatie nuclear factor 1, 4 e 3
(HNF1, HNF4, HNF3), tutti implicati nel meccanisrdella replicazione. L'espressione di "markers
fetali" qualiaFP ed isoenzimi fetali di aldolasi e piruvato-kinaappare in corso di rigenerazione,
per annullarsi nuovamente ad una settimana cirtla dasezione. Citochine, fattori di crescita,
ormoni svolgono anch'essi un ruolo chiave fin dallene ore del post intervento; hepatocyte
growth factor (HGF), (TNF), interleuchina-6 (IL&@pidermal growth factor (EGF) e tumor growth
factor a (TGFa), insulina e norepinefrina sono sdtwni dei fattori che regolano, con successione
cronologica precisa, la proliferazione e la diffez@zione cellulare.




Modelli in vitro attualmente disponibili di colture epatocitarie

Negli ultimi 15 anni vi e stato un notevole increrte del numero delle pubblicazioni inerenti lo
sviluppo di sistemi di coltura epatocitari. Numere®no infatti i vantaggi che tale sistema
sperimentale e in grado di offrire, almeno da untpudi vista teorico: in primo luogo il risparmio
del sacrificio di animali di laboratorio, elemertibattualita e dibattuto sia in ambito scientifice,

piu in generale, nell’'opinione pubblica. Anche ssuperassero le considerazioni etiche, il ricorso
alla sola sperimentazione animale comunque nonll@nglobe i rischi derivanti dalle differenze
metaboliche presenti nelle diverse specie: i rattr, esempio, sono un modello inattendibile per
guanto concerne il metabolismo di fase | nell'uor@ comporta, ad esempio, che solo dopo
I'introduzione di un farmaco nell’'uso clinico e pisile avere piena conoscenza sulla sua reale
epatotossicita. Essendo il metabolismo dei farmena delle principali funzioni del fegato, un
attendibile sistema sperimentale in vitro consehbe di verificare la tossicita di molecole di naov
sintesi.

I modello sperimentale ideale sarebbe quello chaeir perfettamente [|'organizzazione
tridimensionale del parenchima epatico, presertofalita delle funzioni metaboliche, consenta la
raccolta e I'analisi della bile, e mantenga le wdellpolarizzate e vitali per lungo tempo. Per tale
motivo in passato si e tentato il ricorso a sistepgrimentali quali il fegato isolato perfuso aj pi
recentemente, alle sezioni tissutali. Il primo mtmpresenta il vantaggio di essere assimilabile al
situazione presente in vivo; la struttura tridimenale e preservata, la struttura biliare é present
strutturalmente integra, € possibile la raccolthild. Le limitazioni che tale modello presenta®on
legate alla difficolta nel reperimento di organiamnda destinare a tale utilizzo, nella difficattia
messa appunto del sistema stesso, nella brevitamdekenimento dell’integrita funzionale e
nell'impossibilita di studiare piu composti nelleesso sistema sperimentale. Le sezioni tessutali
prevedono la preservazione di una struttura lobulara, pur richiedendo modeste quantita di
tessuto umano (I'equivalente di un frustolo da biap epatica percutanea), hanno una
sopravvivenza limitata (meno di dieci ore) e nonsamtono lo studio e I'analisi della bile.

I modelli sperimentali alternativi rispetto a quedbpra elencati hanno tutti la caratteristica di
presentare le cellule in monostrato, con la perditandi delle interazioni presenti in vivo nella
struttura tridimensionale. Un vantaggio offerto daeste colture € tuttavia la loro estrema
semplicita: si tratta abitualmente di modelli csti da un unico tipo di cellula, funzionalmente
integra, vitale ma posizionata al di fuori dell’ardgsmo. Questo implica la possibilita di indagare |
funzioni cellulari piu fini, le diverse interaziomolecolari ed attivita enzimatiche estraniandae d
un contesto generale nel quale alcune informaziotiebbero essere mascherate o minimizzate
dalla presenza di inibitori oppure dall’effetto daktabolismo sistemico. Essendo il sistema cosi
semplice, esso risulta inoltre facilmente modulghil che consente di creare condizioni di coltura
adattabili alle necessita della sperimentazione.

Il modello in vitro oggi piu largamente utilizzagorappresentato dalla coltura primaria di epatociti
Con tale termine si usano indicare colture di ¢ellriginate direttamente dall’organismo, che non
sono andate necessariamente incontro a replicaziongtro. Le colture primarie offrono il
vantaggio della semplicita di preparazione e datlasibilita di mantenere, fino a circa 72 ore dal
loro isolamento, caratteristiche di polarizzaziendifferenziazione. Il loro principale svantaggio
consiste pero proprio nel limitato arco di tempbqeale la sperimentazione puo essere condotta in
condizioni di omogeneita del sistema sperimentale.

Nonostante la nota capacita rigenerativa del fegato nel 1981 si giunse allo sviluppo della prima
linea cellulare umana, le Hep-G2, ottenute da tegabplastico: la disponibilita di tale linea porto
ad un notevole sviluppo degli studi inerenti gramt@ delle funzioni epatocitarie. Tuttavia piu le
ricerche progredivano, piu diveniva evidente cheHep-G2, in quanto cellule neoplastiche, si
distaccavano dalla normalita, risultando privelduae fondamentali funzioni presenti in vivo e di
alcuni aspetti di differenziazione indispensabér ffinterazione con molecole o virus. Pertanto la
necessita di un sistema colturale “normale” dives@pre piu urgente e si tento di rimediare alla
difficolta di indurre la replicazione di epatoqitdsti in coltura primaria inserendo stimoli mitogen
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nel sistema di coltura o all'interno delle cellgtesse. Utilizzando metodiche quali la cocoltuna co
cellule epiteliali di ratto ed il ricorso alla trsfiezione con oncogeni virali o con geni di origine
virale (Simian virus 40 large tumor antigen gend), possibile ottenere la crescita e
“limmortalizzazione” di tali cellule in coltura,emza tuttavia consentire il mentenimento, in vitro,
di tutti gli aspetti di differenziazione. Negli utti anni, infine, & stato pubblicato il primo lawor
relativo allo sviluppo di una coltura epatocellelarmana normale: tali epatociti venivano descritti
come in grado di mantenere, dopo piu di un anncotfura continua, la morfologia e le funzioni
proprie degli epatociti differenziati. Tuttavia, ragore, le cellule non potevano essere definite
normali, in quanto I'esame del cariotipo aveva lat@ numerose anomalie quali poliploidia e
delezioni significative nella struttura cromosomidanuovi sviluppi nel campo della coltura
cellulare si intrecciano sempre piu strettament@ragressi nel campo tecnologico: sono state
infatti recentemente messe a punto tecnologie, ateediall’esperienza aerospaziale americana, che
consentono di ricreare condizioni di gravita eceiiazione cellule-matrice extracellulare tali da
consentire la crescita tridimensionale in vitro.e®a nuova metodica, che utilizza bioreattori
microgravitari, annulla I'effetto che la graviteeesita sulle cellule al momento del piastrament®. L
cellule in sospensione vengono poste, insiemerapooenti della matrice, in un cilindro connesso
ad un sistema di ossigenazione ed a contatto ciemréno di crescita. La rotazione applicata sul
cilindro e tale da annullare gli effetti dati daNéscosita sulla velocita di flusso, rendendo la
soluzione un tutt'uno che ruota a velocita costami@ntenendo interazioni costanti con le cellule o
la matrice circostante. In tal modo e possibilestouire all'interno di tali biorettori delle sttute
tridimensionali che si mantengono vitali per lunggnpo in coltura. Pur essendo impossibile
ricreare le struttura biliare e vascolare, quesenita di coltura consentirebbe di ottenere
un’organizzazione tridimensionale del parenchiman cprobabile piena espressione e
compartimentalizzazione delle diverse funzioni stmie.



SCOPO DEL LAVORO

Nel corso dei precedenti anni del dottorato abbiaergato di caratterizzare le diverse modalita di
espressione della proteina core del’HCV in linekutari immortalizzate.

Per meglio definire il possibile ruolo della proiai core nello sviluppo di epatocarcinoma
(obbiettivo finale degli studi che abbiamo in cqrsabbiamo quindi provato a mettere a punto di un
sistema di epatociti normali in coltura, nel tem@idi sviluppare condizioni il piu possibile siind
guelle fisiologiche; tale sistema, se si rivelarazionale, sara successivamente trasfettato mediant
vettori virali ricombinanti contenenti il core.

In sintesi gli obbiettivi che ci siamo proposti son

A) definizione delle condizioni di coltura che possoconsentire lo sviluppo di un sistema
epatocellulare, in grado di mantenere le carattehnis morfologiche e funzionali proprie degli
epatociti differenziati;

B) caratterizzazione di tale sistema in termini dégmita genomica e di modulazione della crescita
in specifiche condizioni sperimentali.



MATERIALI E METODI

Paziente

Un frammento di tessuto epatico del peso approsisiondi 5 g, € stato ottenuto chirurgicamente da
un paziente maschio di 61 anni (M.R.), affetto decimoma del colon (stadio Il di Dukes) nel corso
di un intervento di resezione eseguito pressoitlitst di Clinica Chirurgica dell’Universita di
Udine. Il paziente aveva fornito il proprio consensformato per I'esecuzione della biopsia ed il
suo successivo utilizzo per lo sviluppo di unawaltprimaria.

Terreni

A) Terreno di coltura

I mezzo di coltura utilizzato per stimolare la stga epatocitaria € stato denominato HCM

(Hepatocyte Culture Medium) ed é costituito da werreno base (Ham F12, GIBCO),

commercialmente disponibile, nella cui composizis@no presenti tutti gli aminoacidi, sali

minerali (calcio, rame, ferro, potassio, magnesiong¢o), vitamine, composti organici ed inorganici

di diversa natura . A tale terreno-base vengonauagcalcuni elettroliti (sali di calcio, magnesio,

bicarbonato di sodio e glucosio) ed alcuni compérspecifici per la crescita di epatociti, tra cui:

= Siero bovino fetale (GIBCO)

= Insulina (Elanco), Transferrina (Sigma), Idrocartie (Sigma), Glicil-Istidil-Lisina (Sigma) e
Somatostatina (Sigma), un gruppo di sostanze detatnbH

= Estratti di ipotalamo ed ipofisi (tessuti forniglth Pel Freez Biologicals, Rogers, Arkansas)

= Triiodotironina (Sigma)

= Rosso fenolo (Sigma)

= Streptomicina (Gibco)

= Penicillina (Gibco)

= L-ornitina (1-2.5 Diaminopentanoic acid) (Sigma)

B) Terreno di differenziamento

Un diverso tipo di terreno e stato messo a punfimaldi ottenere la sopravvivenza a lungo termine

delle cellule in coltura ma nel contempo un arrekglba crescita cellulare. Il risultato atteso siab

utilizzo era una maggiore differenziazione cellalacon aumento dell’espressione di recettori di

superficie, attivazione di vie metaboliche mantensitenti nel corso della replicazione, aumento

delle granulazioni di glicogeno intracitoplasmaéah quindi maggiore disponibilita di substrati per

reazioni enzimatiche di ogni ordine.

Le modificazioni introdotte in tale terreno erana dn lato la sua semplificazione, ottenuta

rimuovendo gli estratti di ipotalamo ed ipofisi @dsiero bovino e riducendo le concentrazioni

ormonali, e dall'altro la modificazione delle cont&zioni di ioni, soprattutto Calcio e Magnesio, e

di glucosio. Tale medium modificato e stato den@torHCM MOD.

Soluzioni

A) MOSH. Il MOSH o Calcium and Magnesium free Hank’s bakasalt solution rappresenta una
soluzione tamponata estesamente utilizzata in kittgerazioni che richiedano il risciacquo delle
cellule o il loro mantenimento, per brevi periddiori dell'incubatore senza medium.

B) CTC. Tale soluzione € stata utilizzata per il passagegilulare, ovvero per staccare le cellule
adese alla superficie della piastra, minimizzanieentuali danni alla membrana citoplasmatica.
La composizione base di tale soluzione e dataigsiria e collagenasi la cui azione tossica viene
ridotta dall’aggiunta di siero di pollo. La compzsine di un litro della soluzione € la seguente:

C) Hank’s V stock solution Tale soluzione costituisce fondamentalmente steisia tampone atto
a ricreare, in vitro, le carateristiche elettrolite proprie dei fluidi biologici. Si tratta di urdei
costituenti base di un gran numero di soluzioriaztéte nella colture cellulari.

Al fine di garantirne la sterilita, al momento delpreparazione tutte le soluzioni su indicate,
compresi i terreni, sono state fatte passare attsawn filtro di diametro 0.2.



Colture

A) Allestimento della coltura primaria

Il tessuto, & stato sospeso in MOSH, e quindi, dopwzione della capsula e dei frammenti
vascolari di maggiori dimensioni, e stato frazi@nateccanicamente prima di dare inizio alla sua
digestione enzimatica con CTC, proseguita per dee Al termine, dopo una centrifugazione a
1000 rpm, condotta per 5 minuti, il sopranatantstato aspirato ed eliminato, mentre il pellet
cellulare é stato risospeso in terreno fresco eniesizato in 6 piastre per coltura primaria. Circa 8
ml di terreno fresco HCM sono stati aggiunti insciana delle piastre: il primo cambio e stato
Condizioni di coltura: le piastre sono state mautemn incubatore alla temperatura di 37°C e con |l
5% di CQ Il terreno (HCM) e stato cambiato due volte alitimmana, aggiungendo ad ogni
cambio 8 ml di soluzione fresca.

B) Colture secondarie

Colonie cellulari epiteliali di aspetto poligonat®eno state demarcate e successivamente isolate
mediante uso di cilindri per clonaggio (“clonindiriers”). Cilindri costituiti da materiale plastic
sono stati sigillati alla base con grasso di sileed infine fatti aderire alla superficie dellagira,
nelle zone precedentemente marcate. Il CTC é atggmunto fino al massimo volume consentito dal
cilindro, e le piastre sono infine state riposiatmall’interno dell'incubatore per circa 30 minuti
fino cioé al completo distacco del monostrato datki Infine la soluzione é stata aspirata ed il
contenuto posizionato in piastre del diametro dn68, cui erano stati precedentemente aggiunti 4
ml di terreno fresco.

Quando invece la crescita delle cellule all'intededle piastre, primarie e secondarie, era giunta a
confluenza, il passaggio € stato eseguito seconddiverso protocollo. Il terreno veniva infatti
aspirato e si procedeva ad un lavaggio della sgpedellulare con MOSH (8 ml circa). Dopo un
minuto circa si procedeva all'aspirazione del MO&S.5 ml di CTC (per piastre del diametro di
100 mm) venivano posizionati e lasciati agire pecac 1 ora in incubatore a 37 °C. La
centrifugazione e la risospensione delle celluleosstate eseguite secondo quanto precedentemente
descritto: il rapporto di ripiastramento e statd@wdmente di 1:4.

Curve di crescita

L'analisi dei parametri di crescita della nostrdtw@ € stata eseguita tramite la costruzione di
“curve di crescita” dopo circa 10 generazioni daliu Per ognuno dei tempi considerati sono state
preparati campioni cellulari in triplicato: il paggyio e la successiva conta cellulare sono stati
eseguiti ogni due giorni. Sulla base dei grafiteotiti sono stati desunti i parametri di crescehed
popolazione mediante il calcolo del numero di dtgdione della popolazione (PDL). Il PDL indica

il numero di generazioni compiute dalla popolazjaradlintervallo di tempo considerato.

Nella fase di crescita logaritmica della curvacensidera un tratto approssimabile ad una retta;
riferendosi ai valori corrispondenti ai giorni esti del tratto considerato si puo applicare la
formula Nf/Ni=2, dove NF e il numero finale di cellule, Ni & ilmaro iniziale, x € il Population
duplication level (PDL).

Il tempo di duplicazione delle cellule in esamétempo necessario perché la popolazione cellulare
raddoppi il numero dei suoi elementi ovvero perahé cellula origini due cellule figlie. Questo
viene desunto considerando un intervallo di termadla fase di crescita logaritmica, nel quale le
cellule raddoppiano il loro numero e solitamentne espresso in ore.

Studio del’'mRNA

Dopo 10 e 20 generazioni cellulari, per giungereuad ulteriore caratterizzazione cellulare, si
proceduto alla ricerca del mMRNA codificante pertgiree di specifica sintesi epatica. In dettaglio, s
e ricercata la presenza di mRNA per albumina, feffaproteina, ferritina, transferrina, fattore 1X
della coagulazione. L’analisi & stata eseguitarsaampione cellulare pari a10% le cellule erano
cresciute fino a confluenza al momento del passagdierano state mantenute costantemente in
terreno di crescita.




Per I'esecuzione dellamplificazione di mRNA medmna tecnica della reazione a catena delle
polimerasi (PCR) sono necessari due passaggi pnelimguali I'estrazione genomica del total
MRNA, eseguita con kit commerciali (Total quick RNAalent, Trieste, Italia) ed una
retrotrascrizione.

A) Estrazione genomicall processo di estrazione consta di quattro mispassaggi nei quali si
ottiene, mediante I'aggiunta al campione di solozidi diversa composizione, dapprima la lisi
cellulare, con precipitazione del materiale genansotto forma di complessi con il detergente, e
successivamente la purificazione del mRNA dai tigbrioteici e di DNA, mediante due distinti
lavaggi con soluzioni contenenti cloroformio edneta, nell’ordine. L'uso di provette di raccolta in
cui viene ad accumularsi, mediante centrifugazidrféirato, facilita questi passaggi consentendo
I'eliminazione ad ogni fase, del materiale indesadie.

| dettagli della metodica sono stati presentatianedlazione sui dati preliminari ottenuti nel amrs
del lll anno di dottorato (vedi).

B) Retrotrascrizione (RT-PCR). | dettagli della metodica sono gia stati presemela relazione
sui dati preliminari ottenuti nel corso del Il andi dottorato (vedi).

C) Amplificazione. Come precedentemente ricordato, la tecnica diicagione € stata applicata
per la ricerca di mRNA codificante alcune proteliespecifica sintesi epatica. A tal scopo, la
sequenza dei primers specifici € stata ricavatk @ainsultazione elettronica della “Gene Bank”
mentre la loro sintesi é stata ottenuta medianieaat di un sintetizzatore di oligonucleotidi
(Nucleotide Syntetizer Mod 320, Applied Biosyster8AJ.

E’ stata ricercata I'espressione dei seguenti mRalBumina; alfa-feto proteina (AFP); CYP2E1,;
eritropoietina; fattore IX della coagulazione; starrina. La beta actina e stata usata come cémtrol
positivo.

| dettagli sulle metodiche e le sequenze dei pgnsEmo stati presentati nella relazione sui dati
preliminari ottenuti nel corso del 11l anno di dotto (vedi).

D) Elettroforesi su gel di agarosio.

Analisi della sintesi proteica

A) Albumina. In piastre di 100 mm di diametro, contenentiudelcresciute a confluenza, il terreno
e stato aspirato e, dopo un lavaggio eseguito cQBMN|, sono stati piastrati 8 ml di terreno di
differenziamento (HCM MOD). Dopo 24, il terreno tdsondizionato” in quanto rimasto a
contatto con le cellule, e stato raccolto ed wdip per il dosaggio dell’albumina utilizzando un
metodo spettrofotometrico, solitamente applicatbdesaggio delle proteine urinarie (Enzycolor,
Jersey City, USA). Il principio della reazione ésikguente: I'albumina presente nel campione
reagisce con il Rosso di Pirogallolo e con Molilndah mezzo acido, formando, in modo
proporzionale alla sua concentrazione, un complessmorato che viene misurato
spettrofotometricamente; la lettura viene esegu@@0 nm.

B) CYPEZ21. L’espressione di CYP2EL (a livello proteico) satema cellulare e stata confrontata
con quella di estratti microsomiali di ratto, usaime controllo.

Caratterizzazione morfologica

A) Colorazione con ematossilina-eosind.a prima valutazione morfologica delle cellule atat
effettuata mediante colorazione con ematossilinaasiha. | dettagli circa la citocentrifugazione e
la colorazione sono stati descritti nella relazignedati preliminari ottenuti nel corso del Illran

di dottorato (vedi).

B) Analisi immunoistochimica. Al fine di caratterizzare ulteriormente la nostrapplazione
cellulare, dopo dieci e venti generazioni abbiamegeito un’indagine immunoistochimica con
anticorpi specifici rivolti contro citocheratine edtegrine abitualmente presenti sulla superficie
epatocitaria. Le cellule sono state cresciute werdie condizioni:

» piastrate in capsule di Petri

» cresciute in “chamber slides” (Nalgene Nunc Intéomal, Naperville, USA) ovvero cellette in
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materiale plastico montate su vetrini portaoggetto.

L'uso delle due condizioni di coltura & stato dettalalla ricerca della diversa espressione e

localizzazione delle integrine nelle cellule figssaeéd analizzate mentre a confluenza, con

mantenimento cioé degli aspetti dettati dal coatatellula-cellula, oppure dopo passaggio,

condizione nella quale le cellule risultano isolat@on interagenti tra loro. In entrambi i casi le

cellule sono state mantenute in terreno di credicitaal raggiungimento della confluenza, mentre

successivamente sono state mantenute, per circgettireane, in terreno di differenziamento.

| dettagli circa le metodiche sono stati presematla relazione sui dati preliminari ottenuti nel

corso del Ill anno di dottorato (vedi). In sintegi,anticorpi utilizzati sono stati:

» anti CAM 5.2: Anticorpo primario (monoclonale) wipo (Becton Dickinson, Plymonth, UK):
Anticorpo secondario di cavallo (Vector, BurlingariksA)

e anti CK 8: Anticorpo primario (monoclonale) di togBoehringer Mannheim, Mannheim,
Germania): Anticorpo secondario di coniglio (Datdostrup, Denmark)

» anti CEA: Anticorpo primario (policlonale) di corig (Dako): Anticorpo secondario di maiale
(Dako)

C) Microscopia elettronica. L’indagine € stata eseguita in collaborazione ltaguipe del prof. F.

Curcio presso | Laboratori dell’Universita di Udinedettagli tecnici sono stati presentati nella

relazione sui dati preliminari ottenuti nel corss dl anno di dottorato (vedi).

Studio dei cromosomi

Definito il mantenimento delle caratteristiche nmboQjiche e di sintesi proprie degli epatociti,

abbiamo valutato la “normalitd” della nostra caddtwontinua sottoponendo le cellule ad analisi del

cariotipo. L'indagine é stata eseguita in coll@zwne con I'equipe del prof. F. Curcio presso |

Laboratori dell’Universita di Udine.

Le cellule sono state piastrate a bassa concemigzin numero di 5000 per vetrino coprioggetto:

per ovviare alla sofferenza ed al rallentamentdicafivo abitualmente osservati in colture a “bassa

densita cellulare”, 5 vetrini copri-oggetto sonatisposti in capsule di Petri del diametro di 100

mm. Dopo aver eseguito il passaggio delle cellelmordo la procedura precedentemente descritta

(vedi colture secondarie), un ml di sospensionkilegk € stato piastrato su ogni vetrino: solo dopo

due ore, ad adesione cellulare avvenuta, sonoajgtunti 8 ml di terreno di crescita. Le cellule

sono state quindi mantenute in incubatore, edrtenoe di mitosi cellulari € stato monitorato: dopo

due giorni di crescita le cellule sono state ireviat Laboratorio di Genetica, dove I'analisi € atat

eseguita.

E’ stata utilizzata la metodica abitualmente wtéita per l'analisi delle cellule del liquido

amniotico. Il primo passaggio di tale metodica ralizzato a bloccare in metafase i cromosomi

delle cellule in divisione: cid0 € reso possibilallézione di depolimerizzazione attuata dalla

Demecolcine (Colcemid Solution, 10 g/ml, Gibco, N.YSA) sui microtubuli. In ciascuna delle

capsule di Petri preparate come precedentementeritttessono stati posizionati 5 ml di

Demecolcine. Le piastre sono quindi state posteeimostato per 5 ore. Si € proceduto quindi

all'allestimento dei preparati trattandoli con &gaenti soluzioni: soluzione ipotonica; prefissativ

fissativo.

Il protocollo prevedeva le seguenti operazioni:

* rimozione del terreno di coltura

* aggiunta nella piastra 10 ml di soluzione ipotonica

» aggiunta di 10 ml di prefissativo per bloccare itee della soluzione ipotonica.

* Rimozione della soluzione ipotonica e del prefissate aggiunta di 10 ml di fissativo

» | vetrini portaoggetto sono stati quindi preleviddille piastre e montati su vetrini portaoggetto
con Eukitt per essere poi posti in una stufa desmeir lasciati a 40°C per una notte. Si é
proceduto quindi alla colorazione con Giemsa al &%ll'osservazione al microscopio. Le
metafasi sono state ricercate a 100 ingrandimeletinaigliori fotografate a 1000 ingrandimenti.
Di ogni campione sono state fotografate 6 mitodi egnuna di esse misurate le coordinate per
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mezzo di una scala annessa al tavolino traslatetenucroscopio, per poterli ritrovare e

rifotografare in fluorescenza dopo colorazione Mwstarda di Quinacrina. Per realizzare questa

colorazione si e dovuto prima procedere alla deealone (vedi dettagli in relazione Il anno).
| vetrini sono stati quindi sottoposti a colorazoron Mostarda di Quinacrina per circa 30 minuti,
trascorsi i quali si & proceduto al loro risciacqmito acqua corrente: sono stati quindi montati i
coprioggetto. Le sei metafasi precedentemente fatatg sono state rifotografate in fluorescenza.
Le metafasi sono state considerate ottimali quandwomosomi erano ben separati, senza
sovrapposizioni e con bandeggio evidente. Dallediafie delle metafasi scelte si € proceduto
infine al ritaglio dei cromosomi, al loro riordined alla numerazione per ricostruire il cariotipo

cellulare.



RISULTATI
Sono stati confermati e migliorati alcuni dei risdil ottenuti nel corso del 11l anno di dottorato.

Curve di crescita

Le cellule sono state seminate a una concentraiioni@le di 1® cellule per pozzetto sia nel
terreno di coltura (circoletti neri) che in quetiodifferenziamento (circoletti bianchi).

400 —&— Growth medium
—O— Differentiation medium

g

Cell count (10°)
S

100 A

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Days in culture

Le conte cellulari sono state ottenute in tripkicdopo 1, 3,5, 7, 9, 11, 13 e 15 giorni in catur

Il terreno di crescita ha permesso di ottenere eutivcrescita simili a quanto gia descritto in
precedenza.

A) Quando mantenute in un apposito terreno di difieiamento, in tutti gli stadi di crescita in
piastra considerati, le cellule hanno mostrato loedo della moltiplicazione, mantenendo costante
il loro numero e potendo essere mantenute in questdizione per tempo prolungato, con tempo
massimo accertato un mese.

B) L'analisi delle curve di crescita, eseguite fiplicato dopo 10 generazioni cellulari, ha
dimostrato la presenza di tre fasi: una primaangllale si & osservato un calo del numero cellulare
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il giorno successivo al piastramento (non tutted#ule si attaccano al substrato); una seconda di
crescita logaritmica (tra il | ed il V giorno), atha terza di plateau (tra il V e I'XI giorno). Per
guanto concerne il tempo di duplicazione relatiVla aurva sopra indicata, si € considerato il
raddoppiamento del numero cellulare dal valore0di.d00 a quello di 800.000 ottenendo un valore
del tempo di duplicazione in circa 47 ore. Il cécdel PDL in tale intervallo di tempo é risultato
paria 1.93

Espressione di mRNA epatospecifici

Il sistema cellulare si € rivelato in grado di esmre mRNA specifici delle cellule epatocitarie
normali adulte.

Nella figura rappresentativa viene mostrata I'ebdtiresi su gel dei prodotti di RT-PCR ottenuti da
cellule al PDL 4.

Pozzetto 1: beta actina (contrc
positivo) (MW 250 kDa
pozzetto 2: albumina (MW 2
kDa); pozzetti 3 e 8, markers
MW; pozzetto 4. AFP; pozze
5: controllo positivo di AFF
pozzetto 6: CYP2E1 (mw 37
pozzetto 7: CYP2E1l (MW 45!
pozzetto ¢ eritropoietina (MV
420-370); pozzetto 10: fattore
(MW  400); pozzetto 1.
transferrina (MW 297).

Espressione di albumina

mg/dl
140 -
La concentrazione di albumii
120 -+ T misurata tramite un meto
nefelometrico, e risulta
100 + nettamente maggiore nei mezz
albumina 80 coltura condizionati rispetto
mezzi di coltura di controllo.
60 J | risultati sono mostrati cor
media £ D.S.
40 -
20 A
0 I 00
Mezzi Mezzi
condizionati di controllo
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Espressione di CYPE21

L'espressione di CYP2E1l in estratti microsomiali datto €& mostrata nel pozzetto
1(controllo=100%). L'espressione e stata del 11&%linepatociti freschi (pozzetto 2) e del 95%
nella sottocoltura epatocitaria, e ancora detdeal@%) al PDL 12. E’ interessante notare che
'espressione di CYP2EL si € mantenuta piu a lungite cellule coltivate in mezzi contenenti
estratti ipofisari sintetici (pozzetto 5) rispettestratti naturali (pozzetto 4). Pozzetto 3: espome

di CYPE21 nelle cellule al PDL 30.

Analisi immunoistochimica

Alla valutazione morfologica, le cellt
sono apparse grandi (15-30nm d
diametro), poliedriche, piu' allungate
irregolari quando disperse, piu piccol
regolari quando a confluenza. Qua
isolate esse tendevano a ricercar:
contatto mediante la creazione

estroflessioni  citoplasmatiche. | nu
erano grandi, feroidali, centrali, i nuclec
sempre ben evidenti. Il citoplasma

presentava granulare, ed il numero ¢
granulazioni tendeva ad aumentare qu
le cellule erano poste in terreno
differenziazione.

Quando poste in terreno
differenziamento  (Figa), le celluls
mostravano a partire dal giorno succes
al cambiamento del terreno, una riduzi
delle dimensioni, una regolarizzazione
margini (cellule piu' piccole, poligonali
strettamente adiacenti tra loro) ed
aumento delle granulazioni interne.
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Analisi al microscopio elettronico

Le cellule hanno confermato avere
nuclei con cromatina condensata
periferia, un ricco RER, I'appara

di Golgi, mitocondri e microvilli

Citogenetica

La maggior parte delle cellule ha confermato drewer normale cariotipo diploide, senza
riarrangiamenti né delezioni cromosomiche. Sontegtdtavia trovate anche occasionali cellule
polipoidi.
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DISCUSSIONE

Le colture epatocitarie costituiscono un fondamlentastema per lo studio di diverse funzioni
epatocellulari, quali sintesi, trasporto, detosaifione e metabolismo di sostanze di derivaziome si
esogena che endogena. | sistemi attualmente dispgmér studi in vitro sono rappresentati da
colture primarie di epatociti, linee epatocellulammortalizzate mediante I'utilizzo di tecniche di
trasfezione di oncogeni virali, linee derivate deoplasie epatiche umane e, piu recenti, cellule
staminali epatiche (le cosiddette cellule ovali)eattaepatiche. Le colture primarie hanno il pregio
di mantenere affinita strutturali con il tessut@tqo di origine, ma rapidamente vanno incontro a
sdifferenziazione, con perdita delle funzioni sfiebe degli epatociti. Gli altri due tipi di sistém
non possono essere considerati pienamente rispdélbs fisiologia degli epatociti, mancando in
entrambi la possibilita di una regolazione dell@scita e della conseguente differenziazione
cellulare. 1l ruolo delle cellule staminali epaticnel mantenimento del tessuto e nella sua
rigenerazione, specie successivamente ad un daisnda essere un argomento intrigante, ma
particolarmente controverso. Tali cellule prendaaste alla rigenerazione epatica in risposta ad
alcuni danni cronici, soprattutto quando la cagapibliferativa degli epatociti sia compromessa o
indebolita, e possono essere mobilizzate in segugtmoli opportuni e messe in coltura. Un dato
molto interessante e di recentissima acquisiziodeeequeste cellule staminali possano derivare da
precursori midollari. Questa ipotesi é stata sutmetall’evidenza che le cellule ovali esprimono
sulla loro superficie marcatori di staminalitapiimo di essi ad essere identificato € il fattore d
crescita SCF (stem cell factor) e il suo recettdre;kit tirosin chinasi. Successivamente, cellule
ovali isolate dal fegato di pazienti con malattieriche biliari sono risultate esprimere il CD34, i
piu tipico e conosciuto marcatore delle cellularsteali emopoietiche.

La disponibilita di una linea cellulare epatociéatmana realmente “normale” consentirebbe di
studiare in fine dettaglio i meccanismi molecot@involti nel funzionamento degli epatociti sia in
condizioni fisiologiche che patologiche. Inoltreresbbe essenziale per uno sviluppo dei sistemi di
supporto epatico bioartificiale che iniziano a oy applicazione in campo clinico (come
alternativa temporanea o definitiva al trapintdegjato).Gli studi fino ad ora condotti nel tentativ

di ottenere lo sviluppo di una linea epatocitan@ana normale sono stati numerosi. La disponibilita
commerciale di fattori di crescita ritenuti orgasyecifici e di componenti della matrice
intercellulare di derivazione animale hanno cornseuli sviluppare tecniche di coltura che cercano
di ricostituire in vitro un microambiente simileqaello del tessuto di origine. Con tali tecniche é
stato possibile ottenere la proliferazione di episitalerivanti da tessuto epatico umano normale.
Anche in tali sistemi si verificano, tuttavia, dopo numero relativamente modesto di generazioni,
alterazioni cromosomiche severe (delezioni di etexgioni geneticamente rilevanti) che rendono
tali cellule comunque lontane da un modello di raita. In particolare, la presenza di aberrazioni
cromosomiche viene a costituire un ostacolo aliazio di tali linee nelle applicazioni cliniche,
quali il supporto epatico bioartificiale, essendalirischio di una diffusione, all'interno di
organismi immunocompromessi, di cellule cariotipiegte aberranti.

Nel nostro lavoro, siamo invece riusciti a porreatto un sistema cellulare, costituito da epatociti
umani cariotipicamente e fenotipicamente normaligarticolare, colture primarie di epatociti da
frammenti bioptici di tessuto epatico del pesoiale di circa 5 g), mantenuti in coltura per lungo
tempo (almeno due mesi), senza I'utilizzo di tebaidi cocoltura. Per fare cio, ci siamo avvalsi
delluso di specifici mezzi di coltura, seleziongbier favorire rispettivamente crescita e
differenziazione cellulare. La confluenza e staggrunta, per divisioni successive, circa quattro
settimane dopo l'approntamento della colture prienaendendo quindi necessario il ricorso al
passaggio per consentire l'ulteriore espansioria depolazione cellulare. La tecnica del passaggio
e stata inizialmente applicata su popolazioni taliiselezionate, demarcate ed isolate mediante
l'uso di cilindri di clonazione: in tal caso pertanle cellule sono state passate prima del
raggiungimento della confluenza per coltura primatie colture secondarie e le successive sono
partite con una distribuzione uniforme delle celulelle nuove piastre: la maggior parte delle
cellule piastrate ha aderito al nuovo substrattiadhiziato la replicazione. Per tutto il periodo d
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osservazione si € evidenziato un andamento costantenfluenza veniva raggiunta in una decina
di giorni circa ed ogni piastra a confluenza préses un numero di cellule pari a circa due milioni.
Ottenuta la crescita di cellule con morfologia gofhale, citoplasma granuloso, ed aspetto al
microscopio a contrasto di fase giudicato complatibon epatociti, abbiamo eseguito, dopo circa
10 generazioni (PDL), accertamenti atti a valuthrenantenimento di funzioni specifiche del
tessuto epatico. Tali indagini sono ripetute ogecdPDL, ed alla ventesima generazione sono stati
esequiti il cariotipo cellulare ed uno studio méofpco mediante microscopia elettronica. Un dato
rilevante della nostra ricerca € che le cellulessno dimostrate funzionalmente attive (come
documentato dalla efficienza nel trasporto elettrogo della bromsulftaleina, analoga a quella
documentabile in epatociti di ratto mantenuti ittw@ primaria: vedi relazione del 1l anno). Sulla
base studi di immunoistochimica con anticorpi diredntro un epitopo specifico identificato come
“bilirubin-binding motif’, abbiamo dimostrato cheugsta capacita si associa alla presenza di
bilitranslocasi che appare correttamente orientida superficie cellulare (dati ancora da
confermare). Tutti questi risultati, per quantolipn@ari, sembrerebbero dunque confermare che
abbiamo ottenuto una linea epatocitaria umana rlerma

Se il nostro sistema cellulare confermasse le samgsse (cioe la crescita in vitro di epatociti
umani normali a lungo termine, pur mantenendo fumzcellulari differenziate), potrebbe essere un
utile strumento per lo studio in vitro del metabolb epatico degli xenobiotici. Inoltre, potrebbe
essere di aiuto nello studio delle funzioni epdtatai e dei meccanismi di rigenerazione epatica,
costituendo la premessa per un sistema di fegatartificiale rinnovabile, specie-specifico.

Ancora, si potrebbe pensare ad un’ulteriore e ipitnédiata fase della nostra ricerca, vale a dire la
valutazione della suscettibilita a HCV del sistersfiulare stesso e la successiva caratterizzazione
degli aspetti virologici dell'infezione, con padlare riferimento alla proteina del core.
Quest'ultima, come € noto, potrebbe giocare unorgbiave nel meccanismo di epatocarcinogenesi
dell'infezione cronica HCV, come suggerito da espenti sul topo transgenico. In effetti, recenti
ricerche hanno suggerito che la proteina del cotd/Holtre ad essere una proteina strutturale
implicata nel package delllRNA virale, regola lastrizione di geni cellulari e virali ed e in grado
di inibire, in certe condizioni sperimentali, I'ggosi mediata da cisplatino e da c-myc; inoltre. in
cooperazione con un oncogene, puo trasformarebldst primari di embrione di ratto. La proteina
del core HCV sembrerebbe essere il piu potentetimictudi signaling intracellulare tra sette diverse
proteine virali derivate da HCV e HBV.

Proprio il nostro sistema cellulare potrebbe rivglaarticolarmente utile nel chiarimento del ruolo
oncogenico della proteina del core, finora semgtaanlato dalla mancata disponibilita di sistemi
in vitro che consentano di studiare l'interaziore questa proteina ed epatociti umani normali.
Difatti, la maggioranza degli studi condotti in gte stimolante ambito scientifico hanno utilizzato
linee cellulari di epatomi (ad esempio, HepG2 e H)Hbvvero linee di deviazione non epatocitaria
(ad esempio, cellule di carcinoma della cervica iTpossibili meccanismi di epatocarcinogenesi
indagabili con il nostro sistema cellulare, paftitmente interessante potrebbe essere la via
ciclossigenasi (COX)-2 mediata. La COX-2 ¢ la forimducibile di COX ed € espressa da vari tipi
cellulari in risposta a citochine inflammatorie quamor necrosis factor alfa ed interleuchina-1. D
rilievo sono i dati che indicano un ruolo chiavdl@l€COX-2 nella dedifferenziazione tumorale
epatica, e altri che dimostrano come la sua soprassione in tessuto non tumorale si associ a
ridotta sopravvivenza libera da malattia in pazietiin carcinoma epatocellulare. Essendo
disponibili efficaci farmaci inibitori della COX-2h vitro; potrebbero trovare future applicazioni
cliniche nella terapia dell’epatocarcinoma. Subed di queste premesse, sarebbe nostra intenzione
usare il nostro sistema cellulare per verificargedsi possibili meccanismi di epatocarcinogenesi
correlati alla proteina del core. Ad esempio, idemnemmo verificare la capacita della proteina di
indurre o di reprimere la espressione di COX-2,fumzione dell'espressione di fattori di
trascrizione nucleare (CCAAT/Enhancer-binding pregeC/EBP). Il putativo ruolo pro-replicativo
della proteina del core HCV e la sua soppressabil@rrebbero verificati ripetendo gli esperimenti
in presenza di uno specifico inibitore della COX&l esempio NS398). II mantenimento di
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funzioni epatocitarie differenziate potrebbe esserdrollato con la misurazione dell’espressione di
segnale di specifiche proteine, quali la tirosimaretransferasi (TAT).

In ultima analisi, attraverso la definizione practei meccanismi molecolari per mezzo dei quali la
proteina del core HCV puo interferire con la repiione cellulare degli epatociti, si potrebbero
aprire nuovi scenari nella prevenzione dell’evabuma tumorale delle epatopatie croniche da HCV.
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32. Miglioresi L, E Riva, G Antonelli, F Russo, @icci. 2003. Localization of hepatitis C virus in
gastrointestinal mucosa: a possible reservoirdtapse. Hepatology 38: 775.
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SEZIONE 2
ATTIVITA' FORMATIVA

CORSI FREQUENTATI (per ciascun anno del corso)

A) Seminari e Corsi 2003 / 2004

1. GENETIC BASES OF THE AUTOIMMUNE LYMPHOPROLIFERAVE SYNDROME
(ALPS) SUBTYPES. 3 maggio 2004.

2. BIOMEDICAL DISCOVERY USING MICROARRAYS: PRINCIPES, PROSPECTS AND
PROBLEMS.14 Giugno 2004

3. PI 3-KINASE y CONTROLS CARDIAC CONTRACTILITY AND HYPERTROPHY
THROUGH KINASE-DEPENDENT AND INDEPENDENT FUNCTION&9 giugno 2004.

4. MECCANISMI PATOGENETICI DELLA LEUCEMIA LINFATICA CRONICA. 30 giugno
2004.

5. FROM THE BENCH TO THE BEDSIDE: GALECTIN-3 IMMUNDETECTION FOR
IMPROVING THE PREOPERATIVE DIAGNOSIS OF THE FOLLIQWAR THYROID
LESIONS. 5 luglio 2004.

6. ETHANOL METABOLISM AND TOXICITY IN PREGNANCY. 7Luglio 2004.

7. PITFALLS OF GENETIC STUDIES IN LIVER DISEASE. 1dglio 2004.

B) Seminari e Corsi 2004 / 2005

1. PROTEOMICA DELL’EPITELIO INTESTINALE. 11 marzo(D5.

2. SCLEROSI MULTIPLA: RICERCA DI GENI DI SUSCETTIRITA

NELLA POPOLAZIONE FINLANDESE. 21 marzo 2005.

3. LE CELLULE DENDRITICHE, UN GIOCATORE CHIAVE NELA RISPOSTA
IMMUNITARIA: QUALI E QUANTI TIPI? 23 marzo 2005.

4. IL DOLORE ARTICOLARE: UN PROBLEMA CLINICO O BIOEIMICO? 30 maggio 2005.
5. GENI E TRAPIANTI. 1 giugno 2005.

6. LA TOSSINA DELLA PERTOSSE ED IL SUO B-OLIGOMERO: NUOVI
FARMACI IMMUNOSTIMOLANTI E ANTI-HIV? 17 giugno 2@5.

7. CARATTERISTICHE E POTENZIALITA DELLE CELLULE ISQATE DALLE
MEMBRANE FETALI UMANE: AMNION E CORION. 12 settemler2005.

8. FUNCTIONS OF RIBOSOMAL PROTEIN S19: IMPLICATIONSOR DIAMOND
BLACKFAN ANEMIA. 13 settembre 2005.

9. REGOLAZIONE DELL'APOPTOSI DA PARTE DI GLUCOCORCDIDI ED ANNESSINA-
1. 20 settembre 2005

» Ottobre 2004-aprile 20080rso d’inglesetenuto dal prof. Colin Irving-Bell
* Giugno 2005-luglio 2005corso di statisticatenuto dal prof. Magnani e coadiuvato dalla dr.ssa
Migliore e dal dr.Vidali.

C) Seminari e Corsi 2005/ 2006

1. CARDIAC POTASSIUM CHANNEL REGULATION BY ACCESSORSUBUNITS. 18
novembre?005.
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2. MECHANISMS OF TRANSCRIPTIONAL REGULATION AND DIBEASE. 25 novembre
2005.

3. HCV-RELATED STEATOSIS: PATHOGENIC MECHANISMS ANDCLINICAL
IMPLICATIONS. 23 novembre 2005.

4, MECHANISMS OF OSTEOLYTIC LESIONS IN MULTIPLE MYEOMA:
UNCOUPLING BETWEEN BONE RESORPTION AND FORMATION9XQennaio 2006.

5. ANTICORPI RICOMBINANTI: UN POTENTE TOOL BIOTECNDOGICO. 15 febbraio
2006.

6. TECNICHE DI BIOLOGIA E GENETICA MOLECOLARE NELLADIAGNOSTICA
DEL CARCINOMA DEL COLON. 20 febbraio 2006.

7. THE NATURAL COURSE OF PRECLINICAL TYPE 1 DIABETE 20 marzo 2006.

8. IL TRAPIANTO DI CELLULE ENDOTELIALI (LSEC) NEL FEEGATO DI TOPO HA
IMPLICAZIONI PER LA TERAPIA CELLULARE E GENICA DELLEMOFILIA. 13 marzo
2006.

0. LA PREVENZIONE DELLA TRASMISSIONE VERTICALELDI KV IN AFRICA SUB
SAHARIANA. L'ESPERIENZA DEL PROGRAMMA DREAM (DRUG ESOURCE
ENHANCEMENT AGAINST AIDS AND MALNUTRITION). 23 marp 2006.

10. ASPETTI IMMUNOGENETICI E TERAPEUTICI DELLA “HARY CELL LEUCEMIA”".
6 aprile 2006.

11. L'EPATITE AUTOIMMUNE. 18 maggio 2006.

12. SPERM MEDIATED GENE TRANSFER. STORIA E APPLICA2NI. 30 maggio 2006.
13. MESULIN: A STRETCH SENSING MOLECULE CONTROLLINCADAPTATIVE
CARDIAC REMODELING TO PRESSARE OVERLOAD. 15 giug2606.

14. RUOLO EZIOLOGICO DEI PAPILLOMAVIRUS UMANI (HPVNELLO SVILUPPO DI
LESIONI NEOPLASTICHE NEL DISTRETTO GENITALE. 19 giuno 2006.

15. DNA AND PROTEIN ARRAYS IN INFECTION DISEASES:FFOM BASIC RESEARCH
TO VACCINE DESIGN. 5 luglio 2006.

16. THE ROLE OF CATHEPSIN K IN ARTHRITIS AND ATHER®CLEROSIS. 11
settembre 2006.

17. LA RETE DI REGOLAZIONE DELLE ATTIVITA ANTI-ANGIOGENETICHE DEGLI
INTERFERONI. 29 settembre 2006.

D) Seminari e Corsi 2006 / 2007

1. AUTOANTIBODIES IN SYSTEMIC SCLEROSIS: FROM CLIFIAL SUBSETS TO
PATHOGENETIC FUNCTIONS. Prof. Chizzolini. 12 gena&007.

2. NUOVI RUOLI PER LE PROTEINE ADATTATRICI P130CASE P140CAP NELLA
TRASFORMAZIONE TUMORALE E NEL CARCINOMA DELLA MAMMHB.LA. Prof.ssa
Paola Defilippi. 25 gennaio 2007.

3. GENE THERAPY STRATEGIES FOR PHENYLKETONURIA. RPr@eat Thony. 1 febbraio
2007.

4. HCMV: FROM CLINIC TO THE BENCH AND RETURN. ProfT. Mertens. 19 febbraio
2007.

5. FRAGILE X SYNDROME FROM RNA METABOLISM IMPAIRMEN TO SPINE
DYSMORPHOGENESIS. Prof. Claudia Bagni, 22 febbi2087.

6. LA VALUTAZIONE DEL CONTROLLO NERVOSO DELLA CIRCQAZIONE CLINICA:
DALLA TEORIA ALLE APPLICAZIONI PRATICHE. Prof. M. Ragani. 22 febbraio 2007.

7. VITA, OPERE E MIRACOLI DELL' EPATOCITAProf. Marco Tripodi. 9 marzo 2007.

8. PROTEIN MICROARRAYS DEVELOPMENT OF NEW SUPPORTEOR IMPROVED
SENSITIVITY. Dr. Marina Cretich. 14 marzo 2007.
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9. LE COLANGIOPATIE AUTOIMMUNI. Prof. M. Podda. 1farzo 2007.

10. DROSOPHILA AS A MODEL FOR AGING AND CANCER. Ptdirk Bohmann, 16 marzo
2007.

11. MARCATORI FARMACOGENOMICI NEL CARCINOMA COLORETALE: QUALI
PROSPETTIVE PER UNA TERAPIA PERSONALIZZATA? Profnico Mini. 29 marzo 2007.
12. PATHOGENIC VIRUSES: SMART MANIPULATORS OF THENTERFERON SYSTEM.
Prof. Otto Haller19 aprile 2007

13. THE REGULATION OF HEMATOPOIETIC STEM CELLS BYMAD SIGNALING. Prof.
Stefan Karlsson. 25 maggio 2007.

14. SINDROMI AUTOINFIAMMATORIE. Prof. Alberto MARTINI. 4 giugno 2007.

15. LA GENESI DEI GLIOMI E | SUOI RISVOLTI PROGNOSTI E TERAPEUTICI Prof.
Davide Schiffer. 14 giugno 2007.

e 12 aprile 2007 - Prof. Milanesio Marco (DISTA - Akandria): Relazioni tra struttura e

funzione delle proteine mediante analisi del Proizata Basel ezione di bioinformatica.

e 21 giugno 2007 — Dr Flavio Mignone (Universita dil&ho): Bioinformatics tools for the
analysis of UTRs and for the prediction of altelvetspliced transcriptsLezione di
bioinformatica.
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CONGRESSI FREQUENTATI (elenco completo)

1. 38° Riunione generale annuale dell’Associazitaena per lo Studio del Fegato (AISF).
Roma, 17-18 febbraio 2005.

2. 2005 Annual Meeting of the German Society obl4gy (Gesellschaft fur Virologie).
Hannover, Germania, 16-19 marzo 2005.

3. 40" Annual Meeting of the European Association for $tiedy of the Liver (EASL). Parigi,
Francia, 13-17 aprile 2005.

4. V Congresso Regionale della Societa di Medidiianergenza-Urgenza del Piemonte e Valle
d’Aosta (SIMEU). Novara, 9-10 Giugno 2005.

5. 60° Annual Meeting of the American Associationthe Study of Liver Diseases (AAASLD).
San Francisco, California USA 11-15 novembre 2005.

6. Congresso “International workshop: diagnoswvevficharts in hepatology”. Torino, 24-25
novembre 2005.

7. 39° Riunione generale annuale dell’Associazitaeana per lo Studio del Fegato (AISF).
Roma, 16-17 febbraio 2006.

8. Oratore nella sessione “Angiotensin convertingyene 1/D genes and liver fibrosis in patients
with chronic hepatitis C”.

9. 61° Annual Meeting of the American Associationthe Study of Liver Diseases (AAASLD).
Boston, MA, USA 26-31 ottobre 2006.
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COMUNICAZIONI A CONGRESSI (elenco completo: autori, titolo, denominazione
congresso, sede, data)

A) Comunicazioni presentate personalmente (orali o poster)

1. C. Smirne A. Carbone, E. Tonel , F. Gaspari, G. Bellone,E&ganuelli. Il trattamento con
gemcitabina sensibilizza le cellule di carcinombpdancreas trattate ad effettori citotossici celtul
e solubili. 104° Congresso Nazionale della Sociésfiana di Medicina Interna, Roma, 4-7
novembre 2003. Ann Ital Med Int 2003; 18(2):105S.

2. C. SmirneA. Carbone, F. Gaspari, E. Tonel, G. BelloneE@anuelli. Alterazioni quantitative
e qualitative delle cellule dendritiche nel careiveodel pancreas: ruolo delle citochine di origine
tumorale. 104° Congresso Nazionale della Sociedfiafta di Medicina Interna, Roma, 4-7
novembre 2003. Ann Ital Med Int 2003; 16(2):104S.

Premiato perche “giudicato dai discussants tragliori poster realmente affissi”.

3. C. SmirneR. Minisini, R. Rapetti, F. Capelli, S. Grazioli, Scaglia, P. Carnevale-Schianca,
M. Pirisi. Angiotensin-converting enzyme (ACE) I/D polymorphisn patients with non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD). Atti dellEASL Monotmeatic Conference: "Nonalcoholic
Steatohepatitis: from cell biology to clinical ptige". Lisbona, Portogallo 17-18 settembre 2004.

4. P. Toniutto, C. Fabris, L. Apollonio, E. Fumo, Kaldato,_ C. SmirneR. Minisini, M. Pirisi.
Excess weight gain after liver transplantation aady fibrosis progression of recurrent hepatitis C
55th Annual Meeting of the American Association foe Study of Liver Diseases. Boston, USA,
29 ottobre- 2 novembre 2004. Hepatology 2004; 488383

5. P. Toniutto, R. Minisini, M. Caldato, C. AvelijrC. Fabris, C. SmirneB. Bertoncelli, E. Rossi,
E. Fumo, S. Fumagalli, S. Fangazio, M. Pirisi. AG&nhe variants and graft steatosis/fibrosis in
transplantation recipients with hepatitis C. Attlel 38° Riunione generale annuale
dell’Associazione Italiana per lo Studio del FegghtSF). Roma, 17-18 febbraio 2005.

6. R. Minisini, M. Burlone, S. Grazioli, C. Smirn8. Fangazio, P. Toniutto, C. Fabris, M. Pirisi.
Localization of the HCV core protein is dependemt c€DNA length and cell-type. Atti del
Gesellschatft fur Virologie Jahrestagung 2005. HaenadGermania, 16-19 marzo 2005: 262.

7. C. SmirneC. Colletta, R. Minisini, M. Burlone, E. Ceria, Corliano, S. Fangazio, C. Fabris,
M. Pirisi. Factors associated with fibrosis progres in HCV RNA positive patients with normal
liver biochemistry. Atti del Gesellschaft fur Viagjie Jahrestagung 2005. Hannover, Germania, 16-
19 marzo 2005: 261.

8. P. Toniutto, R. Minisini, M. Caldato, C. AvelijrC. Fabris, C. SmirneB. Bertoncelli, E. Rossi,
E. Fumo, S. Fumagalli, S. Fangazio, M. Pirisi. Adlevariants of the angiotensin converting
enzyme and graft steatosis/fibrosis in liver tramsgation recipients with hepatitis C."4@nnual
Meeting of the European Association for the Stufiyhe Liver (EASL). Parigi, Francia, 13-17
aprile 2005. J Hepatol 2005; 42 (Suppl. 1): 59.

9. M. Burlone, R. Minisini, S. Grazioli, C. SmirnP. Toniutto, C. Fabris, M. Pirisi. Expression
and localization of the HCV core protein is stgictiromoter and cell-type dependent™48nnual
Meeting of the European Association for the Stufiyhe Liver (EASL). Parigi, Francia, 13-17
aprile 2005. J Hepatol 2005; 42 (Suppl. 1): 155.
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10. C. SmirnegC. Colletta, C. Fabris, P. Toniutto, E. Ceridni,Corlian0, R. Minisini, M. Pirisi.
Value of non-invasive methods to detect fibrosisgpession among HCV carriers with normal/near
normal transaminases. A@nnual Meeting of the European Association for Stady of the Liver
(EASL). Parigi, Francia, 13-17 aprile 2005. J Hepa005; 42 (Suppl. 1): 232.

11. C. Smirng B. Azzimonti, M. Sartori, R. Minisini, P. Toniatt C. Fabris, R. Boldorini, M.

Gariglio, M. Pirisi Hepatic expression of the iriegon-inducible protein IFI-16 in patients with
chronic hepatitis. 40 Annual Meeting of the European Association for Steidy of the Liver

(EASL). Parigi, Francia, 13-17 aprile 2005. J HE}@A5; 42 (Suppl. 1): 232.

12. C. Smirne F. Corliano, A. Limoncini, S. Grazioli, R. Rapge E. Scaglia, R. Mella, S.
Fangazio, P. Carnevale Schianca, M. Pirisi. Adletariants of the angiotensin converting enzyme
gene, fatty liver and indexes of insulin sensiyiveind secretion among non-diabetic hypertensive
subjects. 60° Annual Meeting AASLD. San Francisgalifornia USA 11-15 novembre 2005.

13. P. Toniutto, E. Falleti, M. Caldato, E. FontanE. Rossi, S. Fumagalli, D. Bitetto, C. Smirne
R. Minisini, C. Fabris, M. Pirisi. Genetic polymdrgms of inflammatory cytokines and liver
fibrosis progression due to recurrent hepatitis6é@> Annual Meeting AASLD. San Francisco,
California USA 11-15 novembre 2005.

Premiato con “the blue ribbon for the best 10%eltabstracts”.

14. P. Toniutto, C. Fabris, D. Bitetto, E. Falledi, Avellini, E. Rossi, S. Fumagalli, C. Smirrie.
Minisini, M. Pirisi. Angiotensin converting enzym#& genes and liver fibrosis in patients with
chronic hepatitis C. 39° Riunione generale annuEAssociazione Italiana per lo Studio del
Fegato (AISF). Roma, 16- 17 Febbraio 2006. Dig t e 2006; 38 (3): A49.

15. S. Grazioli, R. Minisini, P. Toniutto, C. FarR. Rapetti, L. Franchini, E. Falletti, C. Sna@rn
P. Mario. Differential effects of cyclosporine atatrolimus on tissue growth factor beta-1 mRNA
expression by the human hepatic cell lines HUH712%@. 61° Annual Meeting AASLD. Boston,
USA, 27-31 ottobre 2006. Hepatology 20@8;(4, Suppl. 1): 401A.

16. C. Colletta, C. SmirnéC. Fabris, A.M. Foscolo, P. Toniutto, R. Rapd®tiMinisini,, L. Sala, S.
Fangazio, M. Pirisi. Regression of fibrosis amoaggtterm responders to antiviral treatment for
chronic viral hepatitis. 62° Annual Meeting AASLBoston, USA, 2-6 novembre 2007, accepted
as oral comunication.

17. C. Smirne C. Borgogna, C. Fabris, B. Azzimonti, C. Marcohii, Mossio, M. Burlone, P.
Toniutto, R. Minisini, M. Gariglio, M. Pirisi. Patn of intrahepatic expression of the interferon-
inducible proteins MxA and IFI16 during acute allafj rejection and viral reinfection among liver
transplantation recipients. 62° Annual Meeting AASLBoston, USA, 2-6 novembre 2007,
accepted.

B) Altre comunicazoni

18. L. Dughera, G. Bellone, A. Carbone, F. GasgariTonel, D. Tibaudi, C. Smirn®. Mioli, G.
Emanuelli. Inhibition of cell survival and invasiymtential of colorectal carcinoma cells by the
tyrosine kinase inhibitor STI571. $1United European Gastroenterology Week, Madrid, 1-5
novembre 2003. Gut 2003: 35 (Suppl 11):A23.

19. C. Gigli, M. Pirisi, Z. Risoffi, R. Ferrant§. Fortina, C. SmirneE. Salvador. Prevalenza di
infezione da Strongiloidiasi in pazienti anzianipedalizzati: metodi a confronto. XXXIII
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Congresso nazionale Associazione Microbiologi Clinitaliani, Padova, 8-11 giugno 2004.
Microbiologia Medica 2004; 19(2): 230.

20. E. Zavattaro, E. Ceriani, R. Minisini, C. Sn@rR. Tiberio, M. Pirisi, G. Leigheb. Evaluation of
plasma interferon alpha concentration as a markdisease severity in human psoriasis. European
Congress on Psoriasis 2004. Parigi, 21-24 ottobdod 2JEADV 2004; 6(18): 787-788.

21. C. Smirne S. Fangazio, M.C. Barbe, C. Cornella, E. Laziari®R. Minisini, M. Pirisi, P.
Stratta. Espressione di citochine e molecole agthe in reni trapiantati, rimossi chirurgicamente
per rigetto cronico.Atti del XXVIII Congresso Nanale della Societa Italiana Trapianti d’Organo
(SITO). Roma, 21-23 novembre 2004.

22. R. Minisini, P. Toniutto, M. Burlone, F. CaldeiC. Fabris, E. Biletta, R. Rapetti, D. Bitetto, L
Aguggia, C. SmirneM. Pirisi. Occult hepatitis B virus infection ambnor age in relationship to
fibrosis progression of recurrent hepatitis C afteer transplantationAtti del Gesellschaft fur
Virologie Jahrestagung 2006. Monaco, Germania,8 &arzo 2006: 258.

23. F. Caldera, C. Smirne, R. Minisini, C. Fabkils,Bigliocca, D. Bitetto, E. Biletta, S. GrazioR,
Toniutto, M. Pirisi, E. Faletti. Outcome of hepmtitB virus infection in relation to the
Apolipoprotein H and E gene polymorphisms. Atti d&esellschaft fur Virologie Jahrestagung
2006. Monaco, Germania, 15-18 marzo 2006: 262.

24. C. SmirneC. Fabris, P. Toniutto, F. Caldera, R. Mella,Bitetto, S. Fumagalli, E. Rossi, R.

Minisini, E, Ceriani, F. Corliano, M. Pirisi. Angiensin converting enzyme gene /D polymorphism
and liver fibrosis in chronic hepatits C.*4Annual Meeting of the European Association for the
Study of the Liver (EASL).Vienna, Austria, 26-30rig 2006. J Hepatol 2006; 44 (Suppl. 2):
S205-6.

25. M. Burlone, R. Minisini, C. Fabris, F. CaldeEa, Bitetto, E. Falleti, C. Smirnes. Grazioli, P.
Toniutto, M. Pirisi. Apolipoprotein H and E genelyjoorphisms and outcome of hepatitis B virus
infection. 4% Annual Meeting of the European Association for tBéudy of the Liver
(EASL).Vienna, Austria, 26-30 aprile 2006. J Hep&(@06; 44 (Suppl. 2): S169.

26. R. Rapetti, C. Colletta, C. Vandelli, R. Mimisi L. Aguggia, C. SmirneM. Vandelli, S.
Fangazio, M. Bigliocca, P. Toniutto, C. Fabris, Ririsi. Analysis of factors involved in fibrosis
progression among hepatitis C virus carriers withnral alanine aminotransferares>'4Annual
Meeting of the European Association for the Stuflyhe Liver (EASL).Vienna, Austria, 26-30
aprile 2006. J Hepatol 2006; 44 (Suppl. 2): S175.

27. A. Limoncini, C. SmirneF. Corliano, C. Marconi, E. Scaglia, G. Carnev8lhianca, P.
Toniutto, C. Fabris, M. Pirisinsulin resistance, insulin secretion and allehciants of the ace and
mpo genes in nondiabetic patients with nonalcoHality liver disease. 42 Annual Meeting of the
European Association for the Study of the Liver @A Barcellona, Spagna, 11-15 aprile 2007. J
Hepatol 2007; 46 (Suppl. 1): S273.

28. R. Rapetti, C. Fabris, L. Aguggia, R. Minisihi,Francini, R. Mella, P. Toniutto, C. Smirn@.
Colletta, C. Vandelli, M. Pirisi. Hepatitis C virusrriers with normal alanine aminotransferases:
analysis of factors involved in fibrosis progressicd?® Annual Meeting of the European
Association for the Study of the Liver (EASL).Baltoea, Spagna, 11-15 aprile 2007. J Hepatol
2007; 46 (Suppl. 1): S211-2.
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ARTICOLI SCIENTIFICI PUBBLICATI NEL CORSO DEL DOTTO RATO (elenco
completo)

1. G. Bellone, D. Tibaudi, A. Carbone, C. Smirkfe Busso, I. Ferrero, O. Bosco, C. Gramigni, R.
Segir, M. Pagano, M. Camandona, M. Nano, G. Palebtr Dei Poli, G. Emanuelli. Il sistema c-

kit/stem cell factor nel processo cancerogenetigocdrcinoma del colon retto: aspetti biologici e
clinici. Minerva Chir 2003 Dec;58(6):875-80.

2. R. Grio, L.A. Latino, E. Leotta, C. Smirn&. Lanza, E. Spagnolo, A. Perozziello, A. Canepar
L. Bello, R. Lerro. Sexually transmitted diseased pelvic inflammatory disease. Minerva Ginecol
2004 Apr;56(2):141-7.

3. R. Grio, C. SmirneE. Leotta, L. Bello, A. Lanza, M. Messina, A. @paro, L. Perugini.
Acquired post partum haemophilia. Panminerva Mda#28ep; 46(3):201-3.

4. R. Grio, C. SmirneL. Bello, A. Lanza, M.A. Latino, G. De Intinis,. Spagnolo, E. Leotta.
Chlamydia trachomatis prevalence in North-Wesylt®linerva Ginecol 2004 Oct; 56(5):401-6.

5. A. Carbone, U. Rodeck, F. A. Mauri, M. Sozzi,Gaspari, C. SmirneA. Prati, A. Addeo, A.
Novarino, A. Robecchi, O. Bertetto, G. Emanuelli, B2llone. Human pancreatic carcinoma cells
secrete bioactive Interleukin-18 after treatmenthwb-Fluorouracil: Implications for anti-tumor
immune response. Cancer Biol Ther 2005 Feb 2;2%2)41.

6. P. Toniutto, C. Fabris, R. Minisini, L. ApollaniE. Fumo, M. Caldato, C. Smirnkl. Pirisi.
Weight gain after liver transplantation and the PbDlymorphism of the angiotensin-converting
enzyme gene. Transplantation 2005 May;79(10):1338-4

7. G. Bellone, C. Smirnd-.A. Mauri, E. Tonel, A. Carbone, L. Dughera, Robecchi, M. Pirisi,
G. Emanuelli. Cytokine expression profile in humaancreatic carcinoma cells and in surgical
specimens: implications for survival. Cancer Immuimmunother 2006 Jun;55(6):684-98.

8. C. Colletta, C. SmirneC. Fabris, P. Toniutto, R. Rapetti, R. MinisiM, Pirisi. Value of two
non-invasive methods to detect fibrosis progressemong HCV carriers with normal
transaminases. Hepatology 2005 Oct;42(4):838-845.

9. C. Colletta, C. SmirneC. Fabris, P. Toniutto, M. Pirisi. Reply. Hepaigy 2006;43(2):375-376
(correspondence).

10. P. Toniutto, C. Fabris, C. Avellini, R. MinigirD. Bitetto, E. Rossi, C. SmirneéM. Pirisi.
Excess body weight, liver steatosis and early §lsrprogression due to hepatitis C recurrence after
liver transplantation. World J Gastroenterol 2005(38): 5944-50.

11. C. Fabris, P. Toniutto, M. Caldato, D. Bitetk, Minisini, C. Smirne M. Pirisi. Low fibrosis
progression of recurrent hepatitis C in apolipopirotE epsilon4 carriers: relationship with the
blood lipid profile. Liver Int 2005; 25(6):1128-35.

12. C. Fabris, C. SmirneP. Toniutto, C. Colletta, R. Rapetti, R. Minisiit. Falleti, M. Pirisi.
Assessment of liver fibrosis progression in patientth chronic hepatitis C and normal alanine
aminotransferase values: the role of the AST totefda ratio index. Clin Biochem 2006
Apr;39(4):339-43.
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13. M. Pirisi, E. Salvador, Z. Bisoffi, M. Gobbo, Gmirne C. Gigli, R. Minisini, G. Fortina, G.
Bellomo, E. Bartoli. Unsuspected strongyloidiasihbspitalized elderly patients with and without
eosinophilia. Clin Microbiol Infect 2006; 12(8):782.

14. G. Bellone, C. SmirnéA. Carbone, A. Buffolino, T. Scirelli, A. Praf). Solerio, M. Pirisi, G.
Valente, M. Nano, G. Emanuelli. KIT/stem cell facexpression in premalignant and malignant
lesions of the colon mucosa in relationship to akgeprogression and outcomes. Int J Oncol 2006
Oct; 29(4):851-9.

15. G. Bellone, A. Carbone, V. Busso, T. ScirellBAffolino, C. Smirne A. Novarino, O. Bertetto,
L. Tosetti, G. Emanuelli. Antagonistic InteractioBetween Gemcitabine and 5-Fluorouracil in the
Human Pancreatic Carcinoma Cell Line Capan-2. GaBict Ther. 2006; 5(10):1294-303.

16. G. Bellone, A. Carbone, C. Smirnk. Scirelli, A. Buffolino, A. Novarino, A. Stacah, O.
Bertetto, G. Palestro, C. Sorio, A. Scarpa, G. Emlin U. Rodeck. Cooperative induction of a
tolerogenic dendritic cell phenotype by cytokinescreted by pancreatic carcinoma cells. J
Immunol. 2006 Sep 1; 177(5):3448-60.

17. C. Smirne A. Carbone, M. Pirisi, G. Bellone. Imatinib mest@: new perspectives in the
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