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INTRODUZIONE

La NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Disea(@ una delle forme piu comuni di malattia cronica
epatica nei paesi sviluppati ed & considerata léssone epatica della sindrome metabolica, un
insieme di manifestazioni cliniche strettamenteategall’obesita viscerale e contraddistinta da
insulino-resistenza, dislipidemia e ipertensiona. NAFLD é caratterizzata da un accumulo di
trigliceridi all'interno del fegato con caratter@te istopatologiche simili a quelle dell’'epatopati
alcolica ALD (Alcoholic Liver Disease sebbene insorga in individui che non consumano
regolarmente bevande alcoliche. La NAFLD ha unaalemza nella popolazione generale dal 3 al
15%, raggiungendo il 70% negli individui obesi.&iil 10-20% dei pazienti con NAFLD sviluppa
steatoepatite non alcolica (NASH), caratterizzata@anno del parenchima, inflammazione e fibrosi,
che puo evolvere in cirrosi epatica e, nei casigoavi, in epatocarcinoma (1).

Un aspetto critico nello studio di questa patolagideterminato dall'incompleta comprensione dei
meccanismi responsabili della progressione delfaptiee steatosi in NASH. Questo aspetto é
molto rilevante dal punto di vista clinico in quant danno del parenchima e l'inflammazione che
caratterizzano la NASH sono i fattori che determmbBevoluzione a fibrosi e cirrosi.

Il continuo sviluppo e la rilevanza clinica e sdeidella NAFLD e della NASH hanno stimolato
numerosi studi con lo scopo di capire i meccanishe portano allo sviluppo della malattia e,
quindi, di poter sviluppare trattamenti in graddtticcare I'evolvere della patologia (2).

| dati presenti in letteratura indicano che l'acclondi trigliceridi allinterno degli epatociti
determinato dal fatto che i soggetti con NAFLD samsulino-resistenti sia a livello del muscolo
perché esibiscono un ridotto consumo di glucosm,aslivello del fegato perché mostrano una
diminuita soppressione di produzione endogenautiaglio, sia a livello del tessuto adiposo perché
hanno un’elevata lipolisi e, di conseguenza, auatelvelli di acidi grassi liberi circolanti. Ques
ultimi, una volta entrati nella circolazione pogapromuovono la sintesi di trigliceridi all'intesn
degli epatociti. Inoltre, altri fattori che contuiscono alla steatosi sono I'aumento dei grassirdss
con la dieta, la diminuzione dell'ossidazione deglidi grassi liberi, 'aumentata lipogenesi e la
diminuzione del trasporto dei lipidi epatici atteaso le lipoproteine a bassa densita (VLDL) (3).
Nei soggetti obesi I'aumento del tessuto adiposacéompagnato dall’infiltrazione da parte di
monociti e linfociti che vengono attivati con ilascio di citochine e chemochine pro-inflammatorie
come TNFe (tumor necrosis factor-alphache promuove la steatosi epatica inducendo imsuli
resistenza e aumentando gli acidi grassi libecotanti, IL-6 (interleuchina-6) e MCP-Inpnocyte
chemoattractant proteinjiche recluta macrofagi, causando insulino-reskstegpatica (4). Inoltre,

i soggetti con NAFLD mostrano diminuiti livelli ddiponectina (adipocitochina anti-inflammatoria
che e collegata negativamente con I'accumulo dii¢eridi epatici) e maggiori livelli di leptina
(favorisce l'ossidazione degli acidi grassi e agisome stimolo pro-inflammatorio) e resistina
(stimola la gluconeogenesi epatica) circolanti: sgoesbilanciamento favorisce I'accumulo epatico
di grassi influenzando in modo inverso la glucoremsi e il metabolismo lipidico (4).

E’ stato osservato che l'insulino-resistenza ecltamulo di colesterolo e di acidi grassi liberi negl
epatociti causano una disfunzione mitocondrialettanizzata da aumento delle dimensioni dei
mitocondri, presenza di inclusioni cristalline duzione delle attivita enzimatiche (in particolar
modo degli enzimi della catena respiratoria) aggachd un aumento della produzione delle specie
reattive dell’ossigeno (ROS) che, a loro volta,szano ulteriori danni ai mitocondri e mutazioni a
livello del DNA mitocondriale (5). Inoltre, nellaAFLD anche I'induzione di particolari isoforme
del citocromo P450 (CYP2E1 e CYP4A10) implicate matabolismo degli acidi grassi a lunga
catena contribuiscono al danno ossidativo (5).tiipfiapazienti con NAFLD/NASH presentano un
aumento di marcatori del danno ossidativo (maldgdigéide, 4-idrossi-nonenale) e una
concomitante diminuzione di anti-ossidanti epatici.



Un ulteriore meccanismo di danno nell’evoluzione NIAFLD a NASH coinvolge l'eccessivo
aumento di acidi grassi liberi indotto dalla insohresistenza. A livello epatico I'eccesso di acidi
grassi liberi promuove alterazioni a livello deficelo endoplasmatico, noti come stress del reticol
(ER stress) (6) ed apoptosi degli epatociti in egnenza dell’attivazione di particolari chinasi,
come JNK1/2 ¢-Jun N-terminal Kinases 1y7). A tal proposito, & stato dimostrato che la
delezione genica di JNK1/2 negli epatociti € accagmata da una riduzione dell'infammazione e
di insulino-resistenza in modelli murini. Al momentuindi, lo stress ossidativo, il danno dell’ER,
le disfunzioni mitocondriali e l'attivazione di JNIKR sono considerate importanti fattori nella
patogenesi del danno epatico in corso di NASH.

Oltre al danno epatico, € stato dimostrato che etistffiammazione contribuisce alla progressione
da steatosi a steatoepatite attraverso meccanisiecolari di attivazione strettamente collegati tra
loro. Infatti, 'aumento degli acidi grassi e dellstress ossidativo all'interno delle cellule
parenchimali inducono, attraverso I'attivazione fégtore trascrizionale NF-kB, la produzione da
parte degli epatociti di IL-6 e TN&- Queste citochine stimolano le cellule di Kupféesecernere
mediatori infiammatori che reclutano al fegato altellule fagocitarie e linfociti. A questo
proposito si € osservato che nei pazienti con NA3dmento di citochine infiammatorie e
proporzionale alla gravita delle lesioni epatic8k (

Nei suoi stadi piu avanzati la NASH e caratteriazaalla comparsa di fibrosi che tende
frequentemente ad evolvere verso cirrosi. La fiprmeme accade nelle altre epatopatie croniche, si
sviluppa inizialmente nelle aree pericentrali ecédlule responsabili della deposizione di matrice
extracellulare sono le cellule epatiche stellat&@d), che in risposta a T@H- (transforming
growth factor beta)l, PDGF platelet-derived growth factpre MCP-1 rilasciati dai macrofagi, si
differenziano in cellule simili ai miofibroblastirpducendo collagene e componenti della matrice
extracellulare. Le HSCs sono indotte a proliferara differenziare anche dalle citochine derivate
dai linfociti e dallo stress ossidativo (9). Neiggetti con NASH, la sopravvivenza delle HSCs
viene anche stimolata dallaumento della leptirgaka diminuzione dell’adiponectina in quanto in
condizioni fisiologiche I'adiponectina riduce lagfiferazione e induce I'apoptosi delle HSCs (4).

Nonostante in questi ultimi anni si siano deludidatmerosi aspetti della patofisiologia e della
biologia molecolare e cellulare della NASH, rimangoalcune domande a cui non si € ancora
trovata una risposta. Particolare attenzione viadeizzata sui fattori che causano il progressivo
danno epatico e sulle relazioni tra insulino-resiga, infammazione e fibrosi.

Durante il primo anno di Dottorato ho dimostratce dhattivazione M1 delle cellule di Kupffer
contribuisce alla maggiore suscettibilita allo sgjpo di steatoepatite nei topi C57BL/6, suggerendo
cosi che la progressione da NAFLD a NASH possaresisdluenzata da fattori genetici ed
epigenetici che controllano le risposte funziondéi macrofagi epatici. Partendo da queste
osservazioni, lattivita di ricerca del secondo ardi Dottorato in Medicina Molecolare e stata
indirizzata ad approfondire questo argomento.

Recenti studi hanno dimostrato che la subunita gé&lOfattore di trascrizione NF-kBn(clear
transcription factor kB codificata dal gene NFkB1 e coinvolta nel regelkr risposta macrofagica
(10, 11). In particolare, gli omodimeri p50 hannoruolo importante sia nel ridurre la produzione
di citochine pro-infammatorie nei macrofagi e petiellule stellate epatiche sia nel guidare la
polarizzazione alternativa M2 nei macrofagi, praehao Arginasi 1 e la citochina CCL17 ed
inibendo la produzione di INO$h@ucible NO synthetaye TNFo (12 — 14). In questo contesto si
e osservato che topi difettivi per NFkB1 (NFkB1-&Yiluppano infiammazione e danno del
parenchima maggiori rispetto agli animalild type in un modello di polmonite indotta da
Escherichia Coli(10, 15) e presentano difetti nei processi dilugone dell’infiammazione in



seguito a induzione di glomerulonefrite (10, 11hcAe a carico del fegato e noto che gli animali
privi di NFkB1 presentano un incremento dell'infiaxazione e della fibrosi epatica rispetto ai
controlli quando vengono trattati con tetraclordr@arbonio, un noto composto epatotossico (16).
Nelluomo e stato identificato un polimorfismo fuomale nella regione promotrice del gene
NFkB1 (-94 insertion/deletion ATTG, rs28720239) cituce la produzione della proteina e che &
associato ad una piu alta prevalenza di malatfiannmatorie e autoimmuni, ad esempio colite
ulcerativa ed endometriosi (17 — 19). Lo stessoypmfismo aumenta il rischio di cirrosi in pazienti
alcolizzati, attraverso un aumento dell’inflammamaeepatica (20).

Sulla base di queste osservazioni abbiamo volutdiase se in animali NFkB1-/- la modulazione
della differenzazione macrofagica potesse influenzk progressione della NASH indotta
alimentando gli animali con una dieta prima di meiha e colina (MCD — methionine choline
deficient) in quanto i topi NFkB1-/- sono protedtll’insulino-resistenza e dall’obesita indotta da
una dieta ricca di grassi in relazione ad un aumelala risposta epatica all'insulina e ad un
elevato dispendio di energia (21).



MATERIALI E METODI

Animali e protocollo sperimentalé topi C57BL/6 NFkB1-/- sono stati forniti dal ¢fr Antonio
Sica mentre i topi C57BL/6 WT dalla ditta Harlanddan (Corezzana, Italia). Per tutti gli
esperimenti sono stati utilizzati topi maschi doatettimane e per ciascun punto sperimentale sono
stati inclusi 8-10 animali. Il trattamento con l#etd € stato iniziato dopo una settimana di
ambientamento ed e proseguito per due, quattrtoesettimane. Le diete MCD e di controllo sono
state fornite dal Laboratorio Dottor Piccioni (Gass Italia). Settimanalmente € stato controllato i
peso degli animali. Al sacrificio i topi sono statiestetizzati con sevofluorano ed é stato pralevat
il sangue. Quest’ultimo e stato centrifugato ael® e stato conservato per ulteriori analisi.gée
sono stati rimossi, lavati in una soluzione sakngagliati in piccole porzioni: alcune sono state
subito congelate in azoto liquido e conservateGAG8 altre sono state fissate in formalina 10% e
altre ancora in OCT.

Analisi biochimiche | valori delle ALT e del contenuto di triglicerichel fegato sono stati
determinati da kit spettrofotometrici forniti rigigamente dalla Radim S.p.A. (Pomezia, Italia) e
dalla Sigma Diagnostics (Milano, Italia). | livellircolanti di TNFe e i livelli epatici di IFNy e
osteopontina sono stati valutati utilizzando kitsl® commerciali forniti rispettivamente da
Peprotech (Milano, Italia) e da R&D Systems (AbiogdUK).

Estrazione del’RNA e Real Time PARRNA é stato estratto dal fegato murino con TBagent
(Applied Biosystems lItalia, Monza) e quantificato280nm con lo spettrofotometro Nanodrop
(Thermo Scientific, Wilmington, DW, USA). di RNA é stato retrotrascritto in cDNA
utilizzando il kit High Capacity cDNA Reverse Trangtion Kit (Applied Biosystems ltalia,
Monza). La Real Time PCR é stata eseguita nel tenoiabore Techne TC-312 usando TagMan
Gene Expression Master Mix e le sonde TagMan GeqmeeBsion per TNk, procollagenexl,
TIMP-1, IL-12p40, iINOS, MGL1, CCL2, CXCL10, IL-10gsteopontina, INFs IL-15, NK1.1,
CD11b, TGFB, annessina Al, CCR2, CX3CL1l, CX3CR1l e beta-actmarini (Applied
Biosystems lItalia, Monza). | dati sono stati armadiz col software 7000 System Software e
I'espressione genica relativa & stata calcolataec8@fT' (ACT = Ct del gene target — Ct di beta-
actina presa come gene di riferimento). Tutti i pami sono stati esaminati in duplicato e i ristilta
SoNo stati espressi come unita arbitrarie.

Istologia e immunoistochimicdl danno epatico é stato valutato con la colanagiematossilina-
eosina e la tricromica di Masson. Il grado di sisat di infammazione lobulare é stata valutato
dall'anatomopatologo Dott.ssa Cristina Bozzola acaado con i criteri di Kleiner et al. (27). Il
numero dei foci necro-inflammatori € stato contatanicroscopio ad alto ingrandimento in dieci
campi distinti. Per valutare la presenza di magjiodadi cellule stellate attivate sono stati utiéit

Su sezioni epatiche fissate in formalina rispettieate I'anticorpo anti-F480 murino (eBiosciences,
San Diego, CA, USA), I'anticorpo policlonale antiSMA (Labvision, Bio-Optica, Milan, Italy) e
'anticorpo anti-annessina Al (Invitrogen). Le aédl colorate sono state contate al microscopio in
dieci campi distinti.

Isolamento dei linfociti epatici e analisi citoflumetrica. | linfociti sono stati isolati dal fegato di
topi C57BL/6 WT e NFkBL1 -/- e purificati su un gradte di densita (Lympholyte®-M, Cederlane
Laboratories Ltd., Burlington, Canada) come detscdia Crispe (28). Le cellule sono state lavate
con una soluzione salina e incubate 30 minuti geroamurino decomplementato per bloccare i
legami aspecifici. Le cellule sono state incubaia anticorpi coniugati a fluorocromi per CD45,
CD3, CD4, CD8, NK1.1 (eBiosciences, San Diego CAAY e il loro numero relativo é stato
guantificato utilizzando il citofluorimetro FACSdalir (Becton Dikinson). Per valutare le cellule
produttrici di osteopontina sono stati utilizzatn uanti-siero policlonale anti-osteopontina



(Millipore, Temecula, CA, USA) e IgG anti-rabbit magate con ficoeritrina (Sigma-Aldrich,
Milan, Italy).

Western blottingl fegati murini sono stati omogeneizzati in urffeudi lisi (L0mM Tris/HCI pH
7.4, 100mM NaCl, 1ImM EGTA, 1mM EDTA, 1mM NaF, 20m&bdium pyrophosphate, 2mM
Na3Vv04, 1% Triton X-100, 10% glicerolo, 1ImM DTT, MPMSF, 10mg/ml leupeptin e 60mg/ml
aprotinin) e gli estratti proteici (30ug) sono s#aittoposti a elettroforesi su gel di poliacrilandm

al 10%. Le membrane di nitrocellulosa sono statbate con anticorpo anti-Annessina Al
(Invitrogen) e anti-actina (Sigma-Aldrich) e rivedacon Western Lightning Chemiluminescence
Reagent Plus [ECL (enhanced chemiluminescencekirfB¢émer] usando lo strumento VersaDoc
3000 guantitative imaging system e il software Qina®ne (Bio-Rad Laboratories).



RISULTATI

La mancanza di NFkB1 peggiora la steatoepatite e pmuove la fibrosi in topi alimentati con

la dieta MCD.

Prima di somministrare la dieta priva di metionaaolina (MCD) ai topi abbiamo esaminato dal
punto di vista istopatologico le sezioni epaticlegldanimaliwild type(WT) e NFkB1-/- alimentati
con la dieta controllo; come si pud osservare dailigire 1A e 1B i fegati dei due ceppi murini
sono paragonabili, ad eccezione della presenzpaladici aggregati di cellule mononucleate che
circondano gli epatociti in apoptosi nei topi NFkB1In seguito alla somministrazione della dieta
MCD per quattro settimane sia i topi WT sia quBlikkB1-/- sviluppano NASH, caratterizzata da
steatosi macrovescicolare accompagnata da infotnazZobulare di cellule infammatorie e necrosi
focale (Fig. 1C-D). La valutazione semi-quantitatidell’estensione di steatosi ed infammazione
lobulare mostra che i topi NFkB1-/- hanno puntaggigiori a cui si associa una piu alta frequenza
di granulomi e un aumento di cellule apoptoticlspeito agli animali WT mentre il numero di foci
necrotici € paragonabile tra i due ceppi (Tabelallrisultati ottenuti con listologia sono in
accordo con le analisi biochimiche, in quanto liaoalo intraepatico di trigliceridi e il rilascio di
alanina-transaminasi (ALT) sono significativamepig alti nei topi NFKB1-/- alimentati con dieta
MCD rispetto ai topi WT con lo stesso trattamerkim( 1E-F). Il maggior grado di inflammazione
epatica nei topi NFkB1-/- & stato confermato daglitivalori di espressione per mRNA epatico di
TNF-a e livelli di TNF-a circolanti due volte maggiori rispetto agli animaT (Fig. 1G-H).

E noto che la steatoepatite indotta dalla dieta M@Dsi lo sviluppo di fibrosi dopo almeno otto
settimane di trattamento. Sorprendentemente, ansislogiche utilizzando la colorazione
tricromica di Masson, che rileva la deposizionecdilagene epatico, mostra che gia a quattro
settimane di dieta MCD i topi NFkB1-/- hanno un’eggzabile deposizione centri-lobulare di
collagene (Fig. 2B). Invece, i topi WT trattati cdreta MCD mostrano solo un modesto aumento
della matrice fibrillare soprattutto localizzataghespazi peri-sinusoidali (Fig. 2A). Inoltre,
limmunoistochimica pera-SMA (smooth-musclez-actin) evidenzia un aumentato numero di
cellule epatiche stellate positive peSMA solo nei fegati dei topi NFkB1-/- alimentatrt dieta
MCD (Fig. 2C). Nonostante la dieta MCD induca uimeuato dell’espressione dellmRNA di
marcatori profibrogenetici quali procollagene-& TIMP-1 issue inhibitor of metalloproteasg-1
sia nei topi WT sia in quelli NFkB1-/-, 'aumentosggnificativamente piu rilevante negli animali
deficitarii di NFkBL1 rispetto ai WT.

A conferma del fatto che i topi NFkB1-/- abbiancaywiu rapida evoluzione della NASH, abbiamo
osservato che anche dopo solo due settimane di sostnaizione di dieta MCD i topi NFkB1-/-
presentano una maggiore inflammazione lobulareaumentato rilascio di ALT e un’aumentata
espressione di mRNA epatico per TMFe procollagenesdl rispetto agli animali WT, pur in
presenza di steatosi paragonabile (Fig. 3).

La mancanza di NFkB1 non influenza la risposta ma@fagica nella NASH.

Per valutare il ruolo dei macrofagi nel nostro mhmjeabbiamo marcato le cellule macrofagiche
con l'anticorpo anti-F4/80 e abbiamo osservato si@enei topi WT sia nei topi NFkB1-/- lo
sviluppo della NASH determina un aumento del numdetle cellule F4/80 positive, senza
differenze tra i due ceppi di animali (Fig. 4A).Coostra sorpresa abbiamo anche constatato che la
mancanza di NFkB1 non influenza l'attivazione méageca in corso di NASH in quanto
I'incremento nell’espressione dei marcatori M1 cdind2p40 e iNOS risulta comparabile nei due
ceppi (Fig. 4B-C). Come previsto, i marcatori méagici M2 MGL1 (macrophage galactose N-
acetyl-galactosamine specific lectind.IL-10 sono piu bassi nei topi NFkB1-/- di canlo rispetto

ai topi WT, ma la dieta MCD non ne altera I'espi@ss (Fig. 4D-E). Infine, sebbene sia noto dalla
letteratura che la mancanza di NFkB1 aumenti lalymmne da parte delle cellule stellate epatiche



di CCL2 e CXCL10 (13), nel nostro modello mRNA&jzo per queste chemochine e risultato
simile nei due ceppi (Fig. 4F-G).

Il reclutamento delle cellule NKT caratterizza la NASH nei topi NFkB1-/-.

Diversi studi hanno dimostrato che i linfociti som@senti negli infiltrati infiammatori causati tal
NASH. Per spiegare le differenze nell’evoluziondladenalattia nei topi NFkB1-/- abbiamo
caratterizzato linfiltrato linfocitario epatico inopi alimentati con dieta MCD. Ad un’analisi
immunoistochimica i linfociti T, evidenziabili conn anticorpo anti-CD3, risultano piu frequenti
negli infiltrati lobulari dei topi NFKB1-/- rispattagli animali WT (27.9+2.4 vs 20.1+4.7; p=0.002).
Per caratterizzare le popolazioni linfocitarie aobo quindi isolato i leucociti epatici e questi gon
stati analizzati al citofluorimetro. | risultati tehuti hanno confermato che il reclutamento delle
cellule T é significativamente maggiore nei topiid&arii di NFkB1 (Fig. 5A-B). Questo aumento
coinvolge i linfociti T effettori CD8+, mentre laopolazione dei linfocitiT-helper CD4+ non
subisce alcuna variazione in seguito alla mancahzBFkB1 e alla dieta MCD (Fig. 5C-D).
Abbiamo inoltre osservato che mentre la NASH npi WT induce una diminuzione nel numero di
cellule natural killer (NK; CD3-, NK1.1+) e dei linfociti Tnatural killer (NKT; CD3+, NK1.1+)
del fegato, nei topi NFkB1-/- alimentati con di&CD, invece, la popolazione NK non subisce
alcuna variazione, mentre le cellule NKT incremantaignificativamente il loro numero (Fig. 5E-
F-G). Per spiegare questo effetto abbiamo misuraspressione epatica di IL-15, una citochina
coinvolta nella sopravvivenza e maturazione deddute NK e NKT (22). Come si vede dalla
figura 6A nei topi WT la dieta MCD non altera i @&V di mRNA di IL-5 che invece sono
significativamente incrementati nei topi NFkB1l4holtre 'aumento dell’espressione di IL-15 e
evidente in questi animali gia dopo solo due settiendi trattamento con dieta MCD (Fig. 6A) in
associazione ad un’aumentata espressione dellmBp&ico per il marcatore delle cellule NK e
NKT, NK1.1 (Fig. 6B), suggerendo che la mancanzkB1 puo stimolare il reclutamento delle
cellule NKT promuovendo l'attivita di IL-15.

Poiché recenti studi hanno evidenziato il ruoloogieopontina prodotta dalle cellule NKT nella
progressione della NASH (23, 24), siamo andati tame l'espressione nel nostro modello.
Abbiamo osservato che soltanto i topi NFkB1-/- &intati con la dieta MCD mostrano uno
specifico aumento dell’espressione di MRNA epapes IFNy e osteopontina, due citochine
prodotte dalle cellule NKT (7A-B). Per confermater@ale incremento di queste due citochine,
abbiamo valutato la presenza della proteina megliantsaggio ELISA e il contenuto epatico di
IFN-y e osteopontina €, rispettivamente, tre e due \mliealto nei topi NFkB1-/- rispetto agli
animali WT con NASH (7C-D). Dall'analisi citofluanetrica dei leucociti che esprimono
osteopontina isolati dai fegati dei topi NFkB1-6ncNASH emerge che circa il 40% é positivo per
NK1l.1 (7E). Da questi dati abbiamo potuto concledehe il deficit delle proteine p105 e
soprattutto della subunita p50 di NF-kB codificdtg gene NFKB1 incrementa la progressione della
NASH verso la fibrosi stimolando il reclutamentdleeellule NKT che a loro volta sono capaci di
produrre osteopontina, citochina profibrogenicaggewendo I'importanza di queste cellule
nell'evoluzione della NAFLD.

Caratterizzazione dei macrofagi nella progressiondella NASH.

Parallelamente alla caratterizzazione dei meccangimprogressione della NASH nei topi
NFkB1-/-, mi sono occupata di analizzare il ruolei dnacrofagi nella progressione della
steatoepatite. E noto che in seguito a danno epéiccellule di Kupffer, macrofagi residenti
all'interno dei sinusoidi epatici, vengono rapidanee attivate rilasciando numerose citochine e
chemochine che promuovono la risposta inflammatogiafegato. Negli ultimi anni, parecchi studi
in modelli murini hanno dimostrato che, nell’evaluze dei processi inflammatori, numerosi
monociti infiltrano il fegato dopo il rilascio dihemochine da parte dei macrofagi residenti, delle



cellule stellate, degli epatociti e delle celluledeteliali contribuendo in maniera determinante
all’evoluzione sia del danno epatico sia dei precelse portano alla fibrosi.

| dati ottenuti in precedenza dimostravano come mmaggiore polarizzazione M1 delle cellule
macrofagiche fosse responsabile delle differenza weppi di topi nell’estensione
dellinflammazione epatica durante le fasi precdeilla NASH (25). Abbiamo voluto quindi
analizzare se durante I'evoluzione della malattso la fibrosi ci fosse un reclutamento di
monociti con caratteristiche differenziative diversEsistono, infatti, due classi di monociti
circolanti: a) i monociti Ly6¢ rappresentano il sottotipo infiammatorio ed esprimalti livelli di
CCR2 ma bassi livelli di CX3CR1 e sono attivamergelutati nei tessuti alterati dove danno
origine a macrofagi o a cellule presentanti I'aetig; b) i monociti Ly6& rappresentano, invece, il
sottotipo non inflammatorio ed esprimono alti liveli CX3CR1 e danno origine a macrofagi e
cellule dendritiche mieloidi in tessuti sani (26,)2Si pensa che queste due classi di monocitosian
reclutate in momenti diversi durante lo swlupptaeprogressmne delle malattie infammatorie. Ad
esempio, nei topi i monociti circolanti esprimeh§i6C™ sono reclutati dopo il danno epatico
attraverso un meccanismo dipendente da CCR2 eutaligando CCL2 (28), mentre diverse
osservazioni suggeriscano che i monociti L{6@artecipino ai processi di terminazione della
risposta inflammatoria e intervengano nella ripemag tessutale (26). Tuttavia, lo specifico ruolo
di queste due popolazioni monocitarie nell'influarez la caratteristiche funzionali dei macrofagi
epatici durante I'evoluzione del danno cronico éoma poco chiaro.

Nei nostri esperimenti abbiamo confrontato topi B&B alimentati con la dieta MCD per quattro
ed otto settimane in quanto questi due tempi samatterizzati dalla presenza, rispettivamente, di
sola steatoepatite o di NASH avanzata con fibr@Eme atteso, gli animali trattati per otto
settimane presentano maggior danno epatico tegtwoorda piu alti livelli di rilascio di
transaminasi ALT ed un maggior contenuto epatictrigliceridi rispetto ai topi alimentati con la
stessa dieta solo per quattro settimane. (Fig. BA-E

Per valutare linfiltrato macrofagico, le seziorpatiche sono state marcate con I'anticorpo anti-
F4/80, un antigene espresso selettivamente daiofiagcrtessutali. Abbiamo osservato che con |l
progredire della malattia si verifica un aumentd damero di macrofagi che si associa ad
aumentati livelli epatici di mMRNA per CD11b, unalempla di adesione dei fagociti espressa anche
dai macrofagi attivati (Fig. 9A-B). Peraltro, da panto di vista morfologico risultano evidenti
modificazioni nella forma e nelle dimensioni datkelule F4/80 positive che, soprattutto dopo otto
settimane di trattamento con dieta MCD, appaiongrasse dimensioni e contenenti al loro interno
corpi apoptotici e vescicole lipidiche. Mentre eellasi precoci della malattia si osserva un
incremento nell’espressione epatica di marcatopatiarizzazione macrofagica M1 come la forma
inducibile di ossido nitrico sintetasi (iINOS), cdam progressione delle lesioni verso la fibrosi
abbiamo evidenziato una drammatica diminuzioneveili di mMRNA per alcuni marcatori M1 tra
cui INOS ed un incremento invece dell’espressianend tipica citochina fibrogenetica TGFPer
contro, i livelli di marcatori M2 qualmacrophage galactose-type C-type lectiMGL1/CD301)
risultavano invariati nelle fasi precoci e presaotain piu modesto declino in quelle piu avanzate
(9C-D). Per valutare se questi cambiamenti potessssere dovuti ad un cambiamento del pattern
di espressione di citochine che richiamano i madnagrcolanti Ly6C"/CCR2+/CX3CR¥® o
Ly6C°/CCR2-/ICX3CRY, abbiamo analizzato se si verificassero cambianmefitespressione dei
recettori CCR2 e CX3CRL1 cosi come delle relativenabichine. Abbiamo osservato che nella fase
iniziale della NASH dopo quattro settimane di dist&€D si verifica un aumento dell’espressione
del’lmRNA di CCL2 e del suo recettore CCR2, ma daito settimane i valori diminuiscono
significativamente fino a raggiungere livelli paoagbili a quelli del controllo (Fig. 10A-B).
Invece, I'espressione di CX3CL1 e del suo recet@X8CR1 aumenta progressivamente e diventa
apprezzabile nelle fasi avanzate della malattiaamcidenza con la comparsa della fibrosi (Fig.
10C-D).
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Inoltre, siamo andati a valutare I'espressione mhessina Al, un proteina anti-infammatoria
prodotta da granulociti neutrofili e da monocitBj4Abbiamo osservato che con lo sviluppo della
NASH e con il progredire della malattia verso llardisi si verifica un aumento progressivo della
produzione di annessina Al (Fig. 11A-B), la qudlesame in immunoistochimica risulta essere
espressa da macrofagi di grosse dimensioni cortieraauoli lipidici e corpi apoptotici (Fig. 11C-
F).

Valutando insieme tutti gli animali trattati con déeta MCD abbiamo osservato che esiste una
significativa correlazione tra I'espressione deRMA epatico di annessina Al e quella di CX3CL1
(r=0.74 p=0.014) e CX3CR1 (r=0.76 p=0.025) ed artheGF (r=0.77 p=0.0007) (Fig. 12A-C).
Sebbene ancora molto preliminari, questi risulsiggeriscono la possibilita che nel corso
dell’'evoluzione del danno epatico i macrofagi clamo fagocitato epatociti morti o danneggiati
possano, attraverso I'espressione di annessinda®drire il reclutamento di cellule monocitarie di
diversa tipologia o il cambiamento nelle caratterie fenotipiche e funzionali delle cellule
macrofagiche pre-esistenti.
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DISCUSSIONE

| risultati ottenuti studiando lo sviluppo di NASHei topi NFkB1-/- hanno evidenziato che questi
sviluppano una steatoepatite significativamente griave rispetto ai topi WT, caratterizzata da
un’estesa infiltrazione lobulare di cellule monoleate, frequenti lipogranulomi, piu alti livelli di
TNF-o circolante e un’aumentata apoptosi degli epatobitltre, la NASH nei topi NFkB1-/-
associa con una piu rapida progressione delladilrentrolobulare che e gia ben evidente dopo
solo quattro settimane di trattamento con dieta MSEbbene precedenti studi abbiano dimostrato
che nei topi NFkB1-/- trattati con tetracloruro clrbonio il danno epatico cronico e la fibrosi
dipendano dal reclutamento delle cellule epaticielase (HSC) attivate che, oltre a produrre
procollagene-d e TIMP-1, iper-esprimono mediatori pro-infammatamome TNFe, CCL2,
CXCL10 e GM-CSF (13), questi meccanismi non songaeg avere un ruolo significativo nelle
nostre condizioni sperimentali. Abbiamo invece o&s® che la rapida progressione della NASH
nei topi NFkB1-/- si associa ad un reclutamentdirdociti T che coinvolge le cellule CD8+ e
NKT, mentre i linfociti T CD4+ non vengono alterali coinvolgimento di linfociti T & in accordo
con studi effettuati utilizzando modelli murini diomerulonefriti che hanno dimostrato come una
diffusa infiltrazione di cellule T sia coinvolta Inecausare una ritardata risoluzione
dell'inflammazione nei topi NFKB1-/- (15).

Il ruolo delle cellule NKT nella NASH é complessn,quanto nella steatosi e nelle prime fasi di
steatoepatite si verifica una diminuzione della gdapione epatica delle cellule NKT come
conseguenza della produzione di IL-12 da parteedmllule di Kupffer: infatti, nei topi alimentati
con una dieta priva di colina le cellule NKT nef&o diminuiscono man mano che la steatosi
epatica progredisce, ma rimangono inalterate ingapi di IL-12; inoltre, la somministrazione di
lipopolissaccaride induce un aumento dell’espressipatica di IL-12 e la deplezione delle cellule
di Kupffer riduce I'espressione epatica di IL-12wedisce la diminuzione delle cellule NKT (29,
30). Nei topi con NASH piu avanzata, invece, sdewzia un’espansione nel numero delle cellule
NKT in seguito ad attivazione dphathway di hedgehogjueste cellule producono fattori solubili
che promuovono la fibrogenesi e che stimolano tay@ssione della malattia (23). Inoltre, e stato
dimostrato che la deplezione delle cellule NKT peae I'infammazione epatica e la fibrosi indotta
dalla dieta MCD (24), ma aumenta I'espressione aticatori infiammatori e il numero di linfociti T
nel fegato di topi alimentati con una dieta riccgréssi (31). Nel nostro studio, abbiamo osservato
che, a differenza dei topi WT alimentati con dim&D in cui & presente solo steatoepatite e si
verifica una deplezione delle cellule NKT, nei tdgFkB1 -/- trattati nello stesso modo che
presentano NASH avanzata (steatoepatite e fibsddilp un aumento delle cellule NKT. Questi
risultati sono in accordo con la correlazione daréta la prevalenza delle cellule NKT nel fegato e
la gravita della steatoepatite osservata nei pazien NASH (32), supportando I'importanza delle
cellule NKT nel dirigere la progressione della NAS&tso la fibrosi.

Ad oggi si sa poco su come la deficienza di NFkB4sa influenzare la risposta delle cellule NKT.
Recentemente, e stato riportato che la mancank-kiB1 riduce moderatamente la popolazione
epatica delle cellule NKT nei topi C57BL/6 poichéene alterata la loro maturazione (33).
Comunque, abbiamo osservato che anche nelle pasnélélla NASH nei topi NFkB1-/- si verifica
un aumento dell’espressione epatica di IL-15. ILeé1&na citochina pleiotropica responsabile della
sopravvivenza e maturazione dei macrofagi, dellileeT, NK e NKT (22). Nel fegato, IL-15
prodotta dagli epatociti ha un ruolo chiave neboedl microambiente favorevole alla crescita a all
sopravvivenza delle cellule T, in particolar modbnfociti T CD8+, e induce I'espressione dei
marcatori NK sulle cellule T (34). Sebbene I'lL-¥Ene prodotta costitutivamente nel fegato, la
sua espressione da parte degli epatociti e ddlldecerogenitrici epatiche aumenta in rispostana u
danno; inoltre, la somministrazione di IL-15 a opd adulto sano stimola la mitosi negli epatociti e
'accumulo di cellule progenitrici (35). Nei topi W laumento di IL-15 €& concomitante
all’espansione delle cellule NKT e quindi e evidesblo nella NASH avanzata indotta da un
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trattamento con dieta MCD di otto settimane (23)in@i, proponiamo che la mancanza di NFkB1
possa favorire 'aumento di IL-15 non appena siupga la NASH, prevenendo cosi la deplezione
delle cellule NKT causata dall'lL-12 e permettendopiu rapido aumento del numero delle cellule
e una progressione piu rapida della patologia.

Per quanto riguarda il meccanismo attraverso illegue cellule NKT potrebbero stimolare la
progressione del danno epatico nella NASH abbiassermwato che i topi NFkB1 -/- mostrano uno
specifico aumento della produzione epatica di {Fbl-osteopontina. IFN-pud originare sia dai
linfociti T CD8+ sia dalle cellule NKT e stimola laroduzione di TNFx e delle specie reattive
dell'ossigeno da parte dei macrofagi. Osteoponéinana citochina glicosilata prodotta sia dalle
cellule immunitarie sia dalle cellule parenchimalha un ruolo importante nell'infammazione e
nella riparazione tissutale (36). Le cellule NKTnsoun’importante risorsa di osteopontina nel
danno epatico mediato dai linfociti: infatti, inpioin cui € stata indotta epatite mediante
Concavalina A si verifica un aumento delle celll&T che secernono osteopontina, la quale
aumenta l'attivazione delle cellule NKT e promudtsfiltrazione e I'attivazione dei neutrofili
(37). Nel nostro modello le cellule NKT esprimeosteopontina sono bene evidenti solo nei fegati
dei topi NFkB1 -/- con NASH. Tutto cio non escludlee altre cellule come linfociti T, macrofagi o
colangiociti (38) possano contribuire alla produmsaodi osteopontina. Il ruolo dell’osteopontina
nello stimolare I'evoluzione della NASH ¢ in linean gli studi pubblicati in letteratura in cui ipio
deficitarii di osteopontina sono protetti dallaattepatite e dalla fibrosi indotta dalla dieta MCD
(24, 39). Inoltre, é stato dimostrato che l'ostedp@m € un importante modulatore
dell'inflammazione del grasso durante I'obesita,gumnto attiva i macrofagi presenti nel tessuto
adiposo e interferisce con la funzione degli adip@d40). Comunque, differentemente da quanto
pubblicato da Sahai e colleghi (39) che avevantizzdito il ceppo murino A/J, non abbiamo
osservato cambiamenti nell’espressione epaticast@iopontina nei topi C57BL/6 WT che hanno
ricevuto la dieta MCD per quattro settimane. Questdazione potrebbe riflettere la differenza di
ceppo nella risposta infiammatoria epatica coiravatiello sviluppo della NASH (41). E da
sottolineare che i topi NFkB1-/- sviluppano un’aggmabile fibrosi epatica nonostante 'aumento di
IFN-y dovrebbe antagonizzare la fibrogenesi. In questesto, 'aumento epatico di osteopontina
osservato in questi animali potrebbe avere un rs@aificativo, in quanto I'osteopontina é stata
dimostrata stimolare le cellule stellate epaticlpecalurre collagene (42).

Nel complesso questi risultati confermano l'impoda del reclutamento delle cellule NKT
nell'influenzare I'evoluzione della NASH verso li#drosi e suggeriscono la possibile importanza di
polimorfismi a carico del gene NFkB1 quale fattalierischio per la progressione della malattia
nell'uomo.

Sviluppi della ricerca

Durante il secondo anno di dottorato ho partecipdltosviluppo di due progetti di ricerca distinti,
ma con |'obbiettivo comune di definire quali sonméccanismi molecolari e cellulari che guidano
I'evoluzione della NASH.

Il primo riguarda la caratterizzazione dei meccamidi sviluppo della NASH nei topi NFkB1-/-
dove abbiamo potuto determinare che la progressielie NASH verso la fibrosi si associa ad un
maggior reclutamento delle cellule NKT mediato dancremento di produzione di IL-15 e da una
maggior produzione di osteopontina, una citochimdilprogenica.

Per completare questo lavoro e, quindi per dimosithe € proprio IL-15 a impedire la deplezione
delle cellule NKT nei topi NFkB1-/- affetti da NASHi dovra indagare meglio il ruolo di IL-15
somministrando ad animali NFkB1-/- un anticorpotredizzante IL-15. In maniera analoga I'uso di
anticorpi neutralizzanti osteopontina potra perarettdi confermare che 'aumentata produzione di
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guesta citochina da parte delle cellule NKT é #ffetnente coinvolta nel favorire la rapida
evoluzione della NASH verso la fibrosi.

Il secondo progetto, invece, € stato rivolto aéaatterizzazione del ruolo dei macrofagi nello
sviluppo della NASH. In seguito a trattamento agi tC57BL/6 con dieta MCD per quattro e otto
settimane abbiamo osservato che si verifica un atomprogressivo del numero dei macrofagi
epatici con I'evolversi della patologia e che tadllule sono ingrossate e ripiene di vacuoli dsgma

e corpi apoptotici. Inoltre, nei topi alimentatincdieta MCD per otto settimane si ha un progressivo
aumento dell’espressione di annessina Al, protam&infiammatoria prodotta dai macrofagi
durante i processi di terminazione dell'inflammamoche nel nostro modello risulta essere
esclusivamente presente nei macrofagi contenerpi epoptotici e vacuoli lipidici. La sintesi di
annessina Al correla sia con I'incremento dell’'espione di CX3CL1 e del suo recettore CX3CR1
che sono stati dimostrati favorire il reclutamedtomonociti Ly6C°, coinvolti nel promuovere i
processi riparativi sia con quello di TGE-la principale citochina pro-fibrogenetica. Queste
osservazioni suggeriscono la possibilita che attsy I'espressione di annessina Al i macrofagi
che hanno fagocitato epatociti morti o danneggiasisano favorire I'evoluzione verso la fibrosi.

Coi prossimi esperimenti ci proponiamo di carattzaire dal punto di vista funzionale i macrofagi
esprimenti annessina Al isolandoli dal fegato @i ton NASH avanzata; andremo cosi a valutare
il pattern di espressione di citochine e chemochimie fattori pro-inflammatori e pro-fibrogenetici.
Inoltre, vorremo andare a valutare il ruolo di assmea Al nell’evoluzione della NASH utilizzando
animali knockoutper annessina Al o per il suo recettore FPR2 alt@mnativa, utilizzando alcuni
peptidi antagonistici del recettore FPR2: determ@nme cosi in che modo I'espressione di annessina
Al moduli i meccanismi infiammatori e I'evoluzionerso la fibrosi. Importante sara poi valutare
se si e in grado di ripristinare nei topi priviatinessina Al il fenotipo osservato negli animali WT
utilizzando annessina Al ricombinante o il framnoedhit proteina compreso tra gli amminoacidi 2-
26, che esibisce una leggera differenza nel prdfil@ffinita col recettore FPR2 ma possiede
proprieta anti-inflammatorie molto simili alla motda intera.
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Tabella 1: la mancanza di NFkB1 peggiora la steatpatite nei topi alimentati con dieta MCD.

WT con dieta MCD

NFkB1 -/- con dieta

Significativita

MCD statistica
Steatosi 1.9+0.6 26105 p=0.02
'”f'f‘mmaz'one 15+05 22407 0=0.02
obulare
Epatociti apoptotici 25+15 4.7+ 2.2 p=0.03
Foci necrotici 5.0+2.3 5.3+3.0 p=0.79
Granulomi 2.8+0.75 52+1.2 p=0.003

La steatosi e I'infammazione lobulare sono stakitate semi-quantitativamente in accordo con
Klemer e colleghi Z3), mentre il numero dei foci necro-inflammatorij gpatociti apoptotici e i
granulomi sono stati contati in dieci campi diffieieutilizzando un microscopio ad alta risoluzione.
| valori si riferiscono a 8-10 animali per gruppo.
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Figura 1: la mancanza di NFKB1 aumenta il danno eg#co in topi con NASH.

| topi WT e NFKkB1 -/- sono stati alimentati per ua settimane con dieta sia di controllo sia
deficiente in metionina e colina (MCD). Le seziepatiche sono state sottoposte a colorazione con
ematossilina-eosina (A-D: ingrandimento 200X). ilascio delle alanina-transaminasi (E) e |l
contenuto epatico di trigliceridi (F) sono statilutati con metodi enzimatici. L'espressione
del’mRNA epatico di TNFe € stata misurata utilizzando la Real Time PCRvalari sono stati
normalizzati rispetto al gene della beta-actina (@yelli di TNF-a circolanti sono stati determinati
nel siero degli stessi animali (H). | valori sierfiscono a 8-10 animali per gruppo. | riquadri
includono i valori tra il venticinquesimo e il sattacinquesimo percentile e le barre orizzontali
rappresentano le mediane. L'80% dei valori € cosmpriea gli estremi delle due barre verticali
(decimo e novantesimo percentile).
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Figura 2: la mancanza di NFkB1 induce fibrosi in tgi con NASH.

| topi WT e NFkB1 -/- sono stati alimentati per ua settimane con dieta sia di controllo sia
deficiente in metionina e colina (MCD). Le seziepatiche sono state sottoposte a colorazione con
il metodo della tricromica di Masson (A-B: ingrandinto 400X). Le cellule epatiche stellate
attivate esprimenti#-SMA sono state evidenziate mediante immunoistoidiaine contate in dieci
campi differenti utilizzando un microscopio ad albgrandimento (C). L'espressione del’mRNA
epatico di pro-collagenenle di TIMP-1 & stata misurata utilizzando la Remhd PCR e i valori
sono stati normalizzati rispetto al gene della {faetina (D-E). | valori si riferiscono a 8-10 aniima
per gruppo. | riquadri includono i valori tra il Mécinquesimo e il settantacinquesimo percentile e
le barre orizzontali rappresentano le mediane. ¥%&{&i valori € compreso tra gli estremi delle due
barre verticali (decimo e novantesimo percentile).
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Figura 3: la mancanza di NFkB1 induce lo sviluppo dlla NASH dopo solo due settimane di
dieta MCD.

| topi WT e NFkB1 -/- sono stati alimentati per daegttimane con dieta MCD. Le sezioni epatiche
sono state sottoposte a colorazione con ematassiisina (A-B; ingrandimento 400X). Il rilascio
delle alanina-transaminasi (C) e il contenuto epatii trigliceridi (D) sono stati valutati con meio
enzimatici. L'espressione del’'mRNA epatico di TNFe di procollagenesdl e stata misurata
utilizzando la Real Time PCR e i valori sono statimalizzati rispetto al gene della beta-actina (E-
F). | valori si riferiscono a 8-10 animali per gpgp | riquadri includono i valori tra |l
venticinquesimo e il settantacinquesimo percemtile barre orizzontali rappresentano le mediane.
L’80% dei valori € compreso tra gli estremi delleedbarre verticali (decimo e novantesimo
percentile).
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Figura 4: lo sviluppo della NASH in topi NFkB1 -/-non influenza la risposta macrofagica.

| topi WT e NFKB1 -/- sono stati alimentati per tjua settimane con dieta sia di controllo sia
deficiente in metionina e colina (MCD). Le cellutecrofagiche sono state marcate con I'anticorpo
anti-F4/80 e contate in dieci campi differentiiazhndo un microscopio ad alto ingrandimento (A).
L’espressione dellmRNA epatico di IL12p40, INOS,GU-1, IL-10, CCL2 e CXCL10 € stata
misurata utilizzando la Real Time PCR e i valomaatati normalizzati rispetto al gene della beta-
actina (B-G). | valori si riferiscono a 8-10 aniinpér gruppo. | riquadri includono i valori tra il
venticinquesimo e il settantacinquesimo percemtile barre orizzontali rappresentano le mediane.
L’80% dei valori € compreso tra gli estremi delleedbarre verticali (decimo e novantesimo
percentile).
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Figura 5

Figura 5: lo sviluppo della NASH in topi NFkB1 -/-associa con un aumentato reclutamento
dei linfociti T epatici.

| leucociti epatici sono stati isolati dai fegagidopi WT e NFKkB1 -/- alimentati per quattro
settimane con dieta sia di controllo sia MCD e iamati utilizzando il FACS. Nel pannello A e
mostrato un grafico rappresentativo dei linfocitiCD3+. | grafici B, C e D mostrano le analisi
statistiche delle popolazioni di linfociti T CD3+&D4+ o CD8+. Nel pannello E e rappresentato il
grafico dei linfociti CD3+ NK1.1+. | grafici F e @Giostrano le analisi statistiche delle cellule CD3-
NK1.1+ (NK) e CD3+ e NK1.1+ (NKT). | valori si rifescono a 5-6 animali per gruppo e le barre
rappresentano la mediana + deviazione standard.
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Figura 6: la mancanza di NFkB1 promuove lattivitadi IL-15.

La NASH é stata indotta dal trattamento con die@Moer due e quattro settimane. L'espressione
del’'mRNA epatico di IL-15 e NK1.1 (A-B) e stata soirata utilizzando la Real Time PCR e i
valori sono stati normalizzati rispetto al gendalbketa-actina. | valori si riferiscono a 8-10 aaim
per ciascun gruppo. | riquadri includono i valam il venticinquesimo e il settantacinquesimo
percentile e le barre orizzontali rappresentanonésliane. L'80% dei valori € compreso tra gli
estremi delle due barre verticali (decimo e nowsinte percentile).
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Figura 7: la produzione di citochine derivate dallecellule NKT caratterizza la NASH nei topi
NFkB1 -/-.

La NASH e stata indotta dal trattamento con diet@Mper quattro settimane. L’espressione
del’'mRNA epatico di interferon-(IFN-y) e di osteopontina (A-B) & stata misurata utilizha la
Real Time PCR e i valori sono stati normalizzaipatto al gene della beta-actina. | livelli
intraepatici di IFNy (C) e osteopontina (D) sono statti valutati metiaBLISA. | valori si
riferiscono a 8-10 animali per ciascun gruppoguadri includono i valori tra il venticinquesimo e
il settantacinquesimo percentile e le barre orit@lonappresentano le mediane. L'80% dei valori
compreso tra gli estremi delle due barre vertiddicimo e novantesimo percentile). Il pannello F
mostra I'analisi al citofluorimetro dei leucocisgimenti NK1.1 e osteopontina isolati dai fegati d
topi NFkB1 -/- alimentati con dieta MCD.
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Figura 8: i topi C57BL/6 alimentati con dieta MCD per otto settimane sviluppano NASH
associata a fibrosi.

| topi C57BL/6 sono stati alimentati per quattreotto settimane con dieta controllo e MCD. le
sezioni epatiche sono state sottoposte a colorazon ematossilina-eosina (A-C; ingrandimento
200X). Il rilascio delle alanina-transaminasi (D)l eontenuto epatico di trigliceridi (E) sono stat
valutati con metodi enzimatici. | valori si rifec@no a 8-10 animali per gruppo. | riquadri
includono i valori tra il venticinquesimo e il sattacinquesimo percentile e le barre orizzontal
rappresentano le mediane. L'80% dei valori € cosmprea gli estremi delle due barre verticali
(decimo e novantesimo percentile)
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Figura 9: lo sviluppo di fibrosi in topi C57BL/6 alimentati con dieta MCD per 8 settimane e
associata ad un aumento di macrofagi e ad un cambrento dell’espressione di citochine
epatiche.

| topi C57BL/6 sono stati alimentati per quattroteo settimane con dieta di controllo e MCD. Le
cellule macrofagiche sono state marcate con l'amm anti-F4/80 e contate in dieci campi
differenti utilizzando un microscopio ad alto ingdgmento (A). L’espressione del’mRNA epatico
di CD11b, iINOS e MGL-1 (B-D) e stata misurata aghndo la Real Time PCR e i valori sono stati
normalizzati rispetto al gene della beta-actinaalbri si riferiscono a 8-10 animali per gruppo. |
riquadri includono i valori tra il venticinquesime il settantacinquesimo percentile e le barre
orizzontali rappresentano le mediane. L'80% deona compreso tra gli estremi delle due barre
verticali (decimo e novantesimo percentile).
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Figura 10

Figura 10: lo sviluppo della NASH é caratterizzatadal coinvolgimento di due classi diverse di
monociti.

| topi C57BL/6 sono stati alimentati per quattrotto settimane con dieta di controllo e MCD.
L’espressione del’mRNA epatico di CCL2, CCR2, CA3C CX3CR1 (A-D) é stata misurata
utilizzando la Real Time PCR e i valori sono stetrmalizzati rispetto al gene della beta-actina. |
valori si riferiscono a 8-10 animali per gruppaiquadri includono i valori tra il venticinquesing

il settantacinquesimo percentile e le barre orir@onappresentano le mediane. L'80% dei valori e
compreso tra gli estremi delle due barre verti@dicimo e novantesimo percentile).

25



B Annessina Al protein

1 Control MCD
4 settim 8 settim
== MCD 4 weeks CTRL
=2 MCD 8 weeks AXAL p37  we we SND S D
Actin — — N — — -—
A Annessina A1 mRNA
4 A p<0.001
_ p<0.05 T
S 3 '% .
o <0.05
g p<0.001 = P
Q -
o X
° <0.01 c
P e
p<0.001
0 T T T 0 T T T
Cont 4w 8W Cont AW 8W

Figura 11

Figura 11: lo sviluppo di NASH in topi C57BL/6 € asociato ad un aumento nell’espressione di
annessina Al.

| topi C57BL/6 sono stati alimentati per quattrmto settimane con dieta di controllo e MCD.
L’espressione del’'mRNA epatico di Annessina Al @Jptata misurata utilizzando la Real Time
PCR e i valori sono stati normalizzati rispettogahe della beta-actina. L’espressione proteica di
Annessina Al é stata valutata mediante western eblotvalori sono stati normalizzati rispetto
all'actina (B). Le sezioni epatiche sono state mrcon I'anticorpo anti-Annessina Al e F4/80 (C-
E) e valutate con un microscopio ad alto ingrandimel valori si riferiscono a 8-10 animali per
gruppo. | riquadri includono i valori tra il venitiquesimo e il settantacinquesimo percentile e le
barre orizzontali rappresentano le mediane. L'8@vdlori € compreso tra gli estremi delle due
barre verticali (decimo e novantesimo percentile).
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Figura 12: nei topi C57BL/6 si ha una correlaziongositiva tra I'espressione di annessina Al e
quella di CX3CL1, CX3CR1 e TGF4$.

| topi C57BL/6 sono stati alimentati per quattrote® settimane con dieta di controllo e MCD. Tultti
i valori dell’espressione dellmRNA epatico di CXBT di CX3CR1 e di TGH sono stati
correlati con quelli di Annessina Al (A-C). | valar riferiscono a 8-10 animali per gruppo.
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