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Summary




SUMMARY

Chronic infection with hepatitis C virus (HCV) is raajor cause of chronic liver
disease, cirrhosis, and hepatocellular carcinomddwade and is the most common
reason for liver transplantation in many westerantoes.

Natural history studies indicate that only a subgrof patients chronically infected
with HCV eventually progress to cirrhosis and td-@tage liver disease and that rates
and speed of progression are extremely variabladividual cases. Patient infected
with chronic hepatitis C may indeed behave as rapitermediate, or slow/no
progressions, with time to development of cirrh@aisging from a few yars to several
decades

Univariate and multivariate analysis applied tossreectional and longitudinal studies
have identified several variables that significanihfluence rate of disease
progression in chronic HCV infection. Viral paraews, i.e. the HCV genotype and
serum levels have minor impact on the clinical gtgpe in untreated patients while
environmental and host factors play a more relevate®™. Alchol intake and
coinfection with hepatitis B virus (HBV) or immuneficiency virus (HIV) have been
clearly proven to accelerate fibrosis progressiond development of end-stage liver
complication in HCV patient®. As far as host factors are concerned, age at
infection’, male se% immunosuppression, and presence of metabolic regmel
and/or of type Il diabetes have all been associai#id more severe and progressive
liver diseas&™.

Increasing evidence indicates that genetic faatoag have a major influence on the
natural history of chronic liver disease of differestiologies, including hepatitis C.
Special interest has been focused on the identditaf candidates genes involved in
hepatic fibrogenesis, considering that liver fiispghe hallmark of liver disease
progression to cirrhosis, is a dynamic process hickv multiple genes are likely to
interact with environmental factors. Most of theBedings were from studies
conducted in rather small cohorts of patients amagtehnot been confirmed in
indipendent series. Conflicting results have bektained in other studies that have
assessed variations in genes that might be invadlvelde regulation of the immune

response to HCV. Using a nonhypotesis driven, fanat genome scan approach,



Huang et af? identified a seven gene variant signature, terthedCirrhosis Risk
Score (CRS) that is associated with developmentirdfiosis in patient chronically
infected with HCV. In this study, high CRS scordsrived from an algorithm based
on a constellation of seven SNPs, is associated prgsence of cirrhosis in HCV
patients. However no longitudinal studies have bmmmucted to asses the prognostic
value of the CRS seven-gene signature in fibrosignession in HCV patients. To
asses the role of CRS in predicting fibrosis, weestigated 271 untreated patients
with chronic hepatitis C having initial liver biopsshowing METAVIR stage FO
(n=104), F1 (n=101), or F2(n=59) who had been fWdd up without antiviral
therapies for at least 60 months (mean 108.5 + mb#sths) and had a liver biopsy at
the and of this observation period. For each pgtgmomic DNA was isolated from
whole blood and the genotypes for the seven SNR®IICRS signature plus a gender
marker were simultaneously determined using a plaki PCR and oligonucleotide
ligation research assey using Luminex TM systerhrielogy. In the present study,
the value of CRS was calculated for each patiemtguthe original Naive Bayes
Formula.

Of these, 24.4% showed no histologic progressidrg% progressed by at least one
stage, 45.0% progressed by at least two staged@B&o progressed by more than
two stages. The mean CRS was significantly higRe0(005) in patients with fibrosis
progression compared with those without progress@md this difference was
particularly evident (P=0.0002) with FO on initlaibpsy. Mean CRS scores were not
associated with degree of fibrosis progression.tHa relative risk of fibrosis
progression increased with increasing CRS valués @ssociation was significant in
males but not in females and was most evident liesnaith FO at initial biopsy (odds
ratio 16.5, 95% confidence interval 1.6-166; P=D.02the presence of high CRS.
Multivariate analysis confirmedthe significant agation of CRS score with fibrosis
progression. The predictive value of CRS was cordd in hepatitis C virus patients
admitting significant alcohol intake. In conclusieve have shown here that host
genetics defined by CRS predict fibrosis progressio male with initially mild
chronic hepatitis C and may become a useful paemi@t prognostic evaluation and

treatment decision.



RIASSUNTO

L’infezione cronica da virus dell’epatite C (HCVappresenta una delle principali
cause di malattia cronica del fegato, cirrosi edt@garcinoma nei paesi occidentali
La malattia del fegato presente nei portatori @oRiCV comprende diversi gradi
d’inflammazione e di progressione della fibrosi cimecirca il 30% dei casi e in grado
di evolvere verso le forme avanzate .

E noto che la velocita e il tasso di progressiom#ladmalattia epatica sono
estremamente variabili e in base a questi paras@tio stati definiti diversi pattern di
progressione: rapida, intermedia, lenta e non pssyone con sviluppo di cirrosi che
va da pochi anni a molti decefni

Tuttavia, i meccanismi patogenetici alla base @&ind epatico causato da HCV non
sono ancora del tutto stati chiariti. Diversi stulingitudinali e trasversali hanno
evidenziato che nell'infezione cronica da HCV (CHCineccanismi alla base della
patogenesi e del tasso di progressione della naakypatica sono influenzati sia da
fattori genetici che epigenetici. E emerso infattie il fenotipo clinico di pazienti
HCV non trattati € influenzato principalmente dagmaetri ambientali e dell'ospite
mentre i fattori virali, quali genotipo e livellii dviremia, sembrano avere un ruolo
marginalé™. In particolare & stato dimostrato che l'alcol edénfezioni virali con i
virus dell'epatite B (HBV) e dell' immunodeficienamana (HIV-1) sono associate ad
un' aumento della progressione di fibrosi e ad @ggiore sviluppo di complicanze
dello stadio finale della malatti&

Fino a pochi anni fa, i parametri clinici e metabiolconsiderati maggiormente
associati ad una rapida progressione della malddiagfegato erano I'eta al tempo
dellinfezioné€, il sesso maschife Iimmunosoppressione, e la presenza di sindromi
metaboliche e/o diabete di tipo I'°Tuttavia, tale approccio & da considerarsi
limitativo in quanto la fibrosi epatica sembra @esé risultato di un processo
dinamico nel quale diversi fattori genetici inteésagno con fattori ambientali. Per
qguesto motivo, negli ultimi anni l'attenzione sifazalizzata sullo studio di fattori
genetici dell'ospite che sembrano avere un impaitevole nella storia naturale delle
malattie epatiche tra cui anche la CHC. In partimwlé sorto uno speciale interesse



per lidentificazione di geni dell'ospite coinvoliel meccanismo della fibrogenesi.
Sono stati pubblicati numerosi studi nei quali @erziata un'associazione di alcuni
polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) con lagressione della fibrosi in pazienti
con CHC. Tuttavia, i risultati ottenuti da questiudi sono risultati spesso
contraddittori in quanto derivati da un ridotto renm di pazienti 0 non sono stati
confermati in serie indipendenti.

In uno studio di scansione genomica condotto danguet al®, gli autori hanno
identificato una “signature” di sette polimorfismilefinita “cirrhosis risk score”
(CRS), la quale e associata allo sviluppo di cirhegpazienti con CHC. Lo studio di
Huang et al. indica che un alto CRS é associatopaktsenza di cirrosi nei pazienti
con CHC, tuttavia fin’ora non é stato condotto messstudio longitudinale per testare
il valore prognostico del CRS nella progressiontadibrosi nel tempo. Scopo di
guesto progetto di dottorato € stato quello ditaakilongitudinalmente i polimorfismi
del CRS e altri ad essi correlati nella progressidella fibrosi epatica in pazienti con
epatite cronica da HCV con fibrosi epatica lievenmima alla prima biopsia. A tal
Scopo sono stati arruolati 271 pazienti che alépdia iniziale presentavano stadi di
fibrosi FO (n=104), F1 (n=101), o F2(n=59) e chex, futto il periodo intercorso tra le
due biopsie di almeno 60 mesi (media 108.5+), n@ne stati trattati. 1| DNA
genomico di ogni paziente €& stato isolato da sanguero e sono stati
simultaneamente amplificati, mediante PCR multigatte polimorfismi del CRS piu
un marcatore per il sesso. Il genotipo di ogni @aia e stato individuato mediante una
saggio di ligazione oligonucleotidica utilizzanda tecnologia Luminex ® TM
system. Ogni profilo genetico emerso dall’analisstato inserito in un software
chiamato “Risk Calculator” il quale ha fornito pegni paziente un indice di rischio
per la cirrosi calcolato usando l'algoritmo origma&laborato da Celera ( Huang et al).
Durante il periodo di osservazione il 24.4% deitnopazienti non ha mostrato
progressione istologica mentre il 75.6% e progeeditalmeno uno stadio METAVIR.
Di questi il 45% presenta una progressione di abrdre stadi METAVIR e il 10.3%
una progressione maggiore di due stadi. Sono pt® sbnfrontate le medie del CRS
di pazienti progressori con quelle di pazienti nmogressori evidenziando una
differenza statisticamente significativa tra le duoategorie (P=0.005). Questa

differenza diventa maggiormente significativa paregndo pazienti progressori e non



progressori aventi stadio FO alla prima biopsiad(P62). Cido nonostante la media del
CRS non e associata con il grado di progressiolte filrosi. Dai nostri dati € emerso
che il rischio relativo di sviluppare fibrosi crescon 'aumentare del valore del CRS.
Tuttavia questa associazione € significativa nesahiama non nelle femmine e
diventa molto evidente nei pazienti maschi con IRD@ima biopsia e alto CRS (odds
ratio 16.5 intervallo di confidenza al 95% 1.6 -6,16=0.02). L'analisi multivariata
comprendente altri fattori come eta al tempo ddlzione, eta alla prima biopsia,
sesso, intervallo tra le due biopsie, confermasbamzione significativa dell’indice
CRS con la progressione della fibrosi. Inoltreydlore predittivo del test e stato
valutato e confermato anche in un gruppo di 49grdzcon assunzione significativa
di alcol giornaliera (> 30mg/ die). In conclusioneostri dati mostrano come i fattori
genetici che costituiscono il CRS sembrano potedipe la progressione della fibrosi
in maschi con malattia epatica cronica iniziale inima. Questo test quindi potrebbe
essere usato come parametro per una valutaziomittipee della progressione di

fibrosi ed essere utile al clinico per decidergattamento di un paziente.
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INTRODUZIONE

Il virus dell’'epatite C

Il virus dell'epatite C (HCV) € I'unico membro dgkenere Hepacivirus appartenente
alla famiglia Flaviviridae, che comprende anche il genere Flavivi(as. dengue,
febbre gialla) e Pestivirus (es. diarrea bovindereodei suini). IFlaviviridae hanno
un virione rotondeggiante di 40-50 nm di diametonfato da un pericapside lipidico
al quale sono associate proteine virus-specifitlgg=noma e costituito da una singola
catena di RNA a polarita positiva di circa 10 Kbdai replicazione avviene nel
citoplasma e che codifica per proteine struttwgaibn strutturatf’.

Il genoma di HCV é costituito da una molecola di RKEsRNA) di circa 9600
nucleotidi con regioni 5 e 3’ non codificanti eevie tradotto in un’unica proteina
precursore di circa 3010 amminoacidi. Tale protgiakcistronica &€ processata post-
trascrizionalmente da proteasi sia virali che dsfpite in dieci prodotti differenti che
si distinguono in proteine strutturali (Core, ER)E non strutturali (NS2, NS3, NS4,
NS5A e NS5BY. (Fig.1)

Mucleotide Position
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Core Envelope  Metalloprotease  Protease RNA
Glycoproteins & Helicase Polymerase

Fig. 1: Rappresentazione schematica del genoma di HCV

Basandosi sull’eterogeneita della sequenza delrganblCV viene classificato in sei
genotipi principali (numerati da 1 a 6) a loro wolsuddivisi in diversi subtipi
(contraddistinti da lettera-€). genotipi diversi si differenziano 'uno dall’edt per il

31-34% della sequenza nucleotidica, mentre i sulstjmo contraddistinti da una

10



soglia del 20-23%. Questa marcata eterogeneitand@eprincipalmente dalla
mancanza di attivita goroof-reading(5’-3’ esonucleasica) della RNA polimerasi, la
guale, assieme alla rapidita cinetica di replicagiorirale, porta ad un accumulo
elevato di mutazioniLe regioni genomiche piu capaci di mutare sono lquehe
codificano per le proteine dell'envelope, in patace il segmento ipervariabile HVR1
della regione E2/NS1, verso cui sono diretti ampcdell'ospite che neutralizzano gli
epitopi del mantello virale, ma il cui potere nealizzante € rapidamente vanificato
dalla capacita del virus di mutare la strutturagamtica dell'envelope. Tali mutazioni,
nel corso dell'infezione, permettono al virus diggfire al controllo immunologico.
Cio spiega almeno in parte l'elevato tasso di cippazione dell'infezione, con
percentuali che possono sfiorare anche 1'80% dggett infettati, nonostante la
presenza di elevati titoli di anticorpi che di \ih volta si rinnovano contro i diversi

epitopi del virug®,

Attualmente, secondo le stime dell’OrganizzazionenMale della Sanita (OMS)
HCV infetta circa il 3% della popolazione mondiglE80 milioni d’individui) e si
stima provochi piu di 280.000 morti I'anno per cdicgnze allo stadio finale di
malattid. Le manifestazioni cliniche, associate all'infemala HCV, costituiscono un
guadro eterogeneo che varia da condizioni clindéletutto asintomatiche ad epatiti
croniche di diversa attivita ed evoluzione. Il 184 dei soggetti esposti al virus
HCV, risolve linfezione in 6 mesi, mentre i restia®0-85% dei pazienti, che
presentano un HCV RNA ancora rilevabile dopo 6 mesino considerati
cronicamente infetti e sviluppano epatite crohica

L'epatite C essendo caratterizzata dall'alto grddaronicizzazione costituisce, la
principale causa di malattia epatica cronica, néralpiu frequente causa di trapianto
di fegato in tutto il mondo occidentafeLa prevalenza dellinfezione cambia nelle

diverse aree geografiche:

Stati Uniti 1.8%

Asia Sud-Orientale 1-10%

Africa 4-5% (Eqitto>10%)
Europa Occidentale 1%

Italia 3%
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Bisogna tuttavia sottolineare che tali dati poteiobrappresentare una sottostima del
reale quadro epidemiologico globale dell’epatite dBe decorre spesso in modo
asintomatico in quanto chi contrae I'infezione puan manifestare anche per molti

anni alcun segno della malattia.

Fibrosi epatica

Sia per le epatiti virali che per le steatoepatdn alcoliche (NASH), I'evoluzione
della malattia epatica verso gli stadi terminaliviame attraverso un percorso
fisiopatologico, che coinvolge diversi tipi cellula basato sulla formazione e
sull’accumulo di fibrille o tessuto fibroso nel pachima epatico, che porta ad una
progressiva distorsione dell’architettura parencieepatica culminante nella cirrosi
La fibrogenesi epatica, € un processo dinamicovaeté dall'attivazione cronica dei
meccanismi di riparo tissutale, in seguito a unndache si ripresenta ripetutamente a
livello del fegato, influenzato da numerosi fattohie contribuiscono, da un lato alla
deposizione di matrice extracellulare (ECM) e @dtitb alla sua degradazione.
Generalmente il processo di riparazione tissutalenddanno acuto, (altrimenti detto
wound healiny & caratterizzato da una precisa serie di evémtianinvolgono nella
sede del danno diversi tipi cellulari. In primo ¢iwonella zona di tessuto danneggiata
si concentra un importante infiltrato inflammatodbe ha lo scopo fondamentale di
bloccare la causa della lesione e di rimuovere denponenti compromesse 0
necrotiche. Le stesse cellule inoltre, rilasciaattofi di crescita e citochine che
fungono da stimolo chemotattico per le cellule mebkemali residenti nel tessuto.
Nella seconda fase del processo cellule come filistib miofibroblasti e cellule
endoteliali raggiungono la sede del danno e sigporead uno stato attivato: lo stroma
intracellulare perduto viene ripristinato con laoguzione di nuova matrice
extracellulare (ECM), mentre la rete vascolare @ia@oostruita con la proliferazione
delle cellule endoteliali. In modo singolare, lgpdsizione di nuova matrice non si
rivela un fenomeno statico ma soggetto anzi adamirmuo rimodellamento tradotto
in un preciso equilibrio tra fibrogenesi e fibralida corretta ricostruzione del
microambiente originale, sia strutturale che vaa®glé un passo fondamentale per la

rigenerazione delle cellule parenchimali. Infinell'okima fase, si osservano la
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graduale scomparsa dellinfiltrato inflammatoridaeprogressiva acquisizione della
distribuzione cellulare original&

Nel momento in cui il danno tissutale € persistestame nel caso dell'infezione
cronica da virus C, il processo di riparazioneutiske perde le sue finalita positive e si
trasforma nella causa fisiopatologica responsateléa fibrosi (fig. 2). La continua

stimolazione del sistema implica la perdita delliéirio che regola il meccanismo

fisiologico e porta al prevalere di certi effettigh altri. In particolare i processi

riparativi piu grossolani, quale la deposizionela@hatrice extracellulare, (ECM) si

impongono su quelli pit complessi e finalizzati awnsistono nella rigenerazione
parenchimale e nella corretta angiogenesi: ci0 sheosserva € un accumulo
incontrollato di ECM fibrillare dovuto al mancatatagonismo dell’azione fibrolitica

rimodellanté®.

Danno
Cronico

Progressione
delia fibrosi

Sovrapposizionge
di varie fasi del
processo

riparativo

Profonda mod
tessuto
nerazione

Fig.2. Attivazione cronica del processo di riparaziasstitale

Nel processo fibrogenetico la matrice cellulareuass un ruolo fondamentale ed e
soggetta ad importanti cambiamenti qualitativi aritativi. Nel fegato sano, la ECM
si localizza nello spazio pericellulare e nelloBpadi Disse e costituisce la lamina
basale delle cellule epiteliali, endoteliali e medemali. Essa si compone
prevalentemente di molecole collageniche di vapo £ molecole non collageniche
che includono glicoproteine(fibronectina, lamininantactina...) diversi tipi di

proteoglicani solfati e acido ialuronico. In un &g fibrotico, le componenti si
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ridistribuiscono in distinte regioni anatomiche ie psesentano, oltre che in una
maggiore quantita, in un diverso rapporto percdatwan il prevalere di alcune
molecole sulle altfé. L'alterazione della matrice si riflette in nuosiverse proprieta
della stessa: in primo luogo, le cellule epaticheiondano di un microambiente
biochimico e di supporto totalmente diverso da lgudklla condizione fisiologica.
Sono pregiudicate, inoltre, importanti funzioni o&give e di comunicazione cellulare

proprie della ECM.

Oltre ai miofibroblasti, anche le cellule stellapatiche (HSC) assumono un ruolo
fondamentale nello sviluppo della fibrosi nel fegate HSC si collocano anch’esse
nello spazio di Disse a stretto contatto con ghktepiti e le cellule dell’endotelio
sinusoidale. Pur rappresentando soltanto il 5-8%uttke le cellule epatiche, esse si
dispongono regolarmente lungo i sinusoidi manteaemda distanza internucleare
costante assicurando cosi l'intera copertura dieii@ microvascolare. Nel fegato
sano esse sono implicate nel metabolismo e immagamento dei retinoidi e
contribuiscono al normal®ur over della matrice extracellulafe In condizione di
danno epatico cronico, le cellule stellate soncerggsate da un fenomeno di
attivazione che le porta a passare da un fenotipesgente ad uno “simil-
miofibroblastico” con nuove importanti proprietan Iparticolare il processo si
distingue in due fasi successive denominate inameEz e perpetuazine
dell’'attivazione. Alla prima sono associati raptdimbiamenti nell’espressione genica
e nel fenotipo che rende le HSC maggiormente respenagli stimoli local
conseguiti al danno. La fase di iniziazione, dunquaglie il messaggio di allarme
generato da numerose cellule che includono nelitroéllule di Kupffer , cellule
dell’endotelio, epatociti e cellule del dotto bikadanneggiato. La successiva fase di
perpetuazione, invece, consiste in diversi evegitulari che amplificano il fenotipo
attivato potenziando la responsivita delle celktiesse. Le HSC assumono in questa
fase nuove e peculiari caratteristiche. Diventdmincipale tipo cellulare impegnato
nella deposizione della matrice modificando anehguantita e il tipo di componenti
sintetizzate: passano da una produzione predoneindntcollagene Il e IV ad

un'aumentata sintesi di collagene di tipo |. Lardijenesi € inoltre potenziata
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dall'azione del fattore di crescita trasformaffie (citochina TGH31), prodotto dalle
stesse HSC e in minor misura, dalle cellule di Kapp dalle piastrine.

Una maggiore quantita di matrice fibrillare sieitie anche in un aumento delle cellule
stellate dovuto all'azione di fattori mitogeni conhdattore di crescita derivato dalle
piastrine (PDGF) per cui si riscontra nelle HSCuwsiancremento della sua secrezione
che una maggiore espressione del suo recettoreimsssondamentale importanza
anche la secrezione di citochine pro-inflammatorlee richiamano nel tessuto
fibrotico cellule leucocitarie ed attribuisconoealtellule stellate un ruolo chiave nel
mantenere attivo lo stato di inflammazione. L'attione delle HSC interessa infine i
processi degradativi della ECM modificando in panire I'espressione di specifiche
metallo-proteinasi calcio-dipendenti e degli inbitdi quest'ultime. Questi enzimi
assumono un ruolo determinante nel classico procdsgiparazione tissutale in
guanto sono responsabili dellaffinamento qualtatie quantitativo della matrice
extracellulare appena prodotta. E stato dimostcite le metallo-proteinasi sono
strettamente regolate a diversi livelli per limi@aFattivita proteolitica a regioni
discrete nellambiente pericellulare: infatti, eltad un’attivazione dipendente da
taglio proteolitico, la funzione degradativi € mtata dal legame di particolari
inibitori chiamati TIMPs (inibitori tissutali dellemetallo-proteinasi). Durante il
processo fibrogenetico, I'accumulo incontrollato miatrice fibrillare riflette una
diminuita espressione di questi enzimi nelle cellgtellate contrapposta ad un

aumento della sintesi dei rispettivi inibitoti

A livello istologico si possono distinguere divepattern di fibrosi che sembrano
correlare con le diverse cause di danno epatio® lerb caratteristiche temporali e
patofisiologiche. In ogni caso, I'accumulo di megrifibrillare si localizza, come
atteso, in corrispondenza delle aree necrotichelléndiltrato inflammatorio propri
della lesione. Per quanto riguarda un’epatite camovuta ad infezione con virus
dell'epatite C (HCV), il processo fibrotico si awlpa generalmente a partire dai
margini dello spazio portale, definito pertantoagdato, e con il progredire della
malattia avanza verso la vena centrolobulare. dieefibbrosi, descritta come (portale-
centrale), si risolve nella formazione di nodulrraiici e porta rapidamente ad

importanti conseguenze metaboliche ed emodinamiti@e cui lo sviluppo

15



dell'ipertensione portale. Il fenomeno permane amnélle aree cirrotiche , al margine
tra parenchima ed i setti fibrotici, ed intaccagrgemente la rete sinusoidale il cui
apporto sanguigno deriva, in questo contesto, ahiEamazione dell’arteria epatica
(arterializzazione). Nel processo di “capilarizoemg”, inoltre, I'endotelio sinusoidale
perde le fenestrature e lo spazio di Disse si rierdpECM fibrillare. Cio che infine si
osserva e un totale stravolgimento dell'architettdel tessuto riflesso in una perdita
progressiva delle funzioni epatiche.

La quantita di matrice extracellulare nel procefbmtico e utilizzata nella pratica
clinica per misurare il livello di malattia epatic&€on il sistema di punteggio
METAVIR, si distinguono cinque stadi numerati da @. Nei primi tre, equivalenti
rispettivamente all'assenza di fibrosi (0), allangato del tratto portale (1) e presenza
di pochi setti fibrotici (2), gran parte degli epaiti sono illesi ed effetti trascurabili
sono osservati a livello funzionale. Nello stadic&@atterizzato da numerosi setti
fibrotici, sono seriamente colpite le funzioni epatarie ed il flusso sanguigno si
presenta alterato. Il quadro generale peggioraiatieente nell'ultimo stadio, il piu
grave, che si riscontra nel fegato cirroffthig. 3).

STADIO0: | STADIOL | [ g1ApIO2:
assenza di fibrosi fibrosi portale pochi setti fibrotici
no setti Aibrotict |

STADIO 3:
numerosi sett
fibrotici

Fig. 3Progressione della fibrosi epatica
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Fibrogenesi epatica associata ad HCV

Il contributo diretto del virus dell’epatite C nelbviluppo e nella progressione della
fibrosi non & ancora stato chiaramente accertatmt& che le HSC, cellule “principe”
direttamente coinvolte nel processo di formazioe#'EICM, esprimono i recettori
specifici per HCV - CD 80, recettori per LDL (LDLR)il recettore del complemento
1q (C1q) - i quali potrebbero supportare la pofigdbdi un’ infezione diretta da parte
del virusin vivo, che pero non e ancora stata confermata. La @ratione delle HSC
viene anche indotta indirettamente da proteinestauriturali e del core di HCV. Una
volta attivate, le HSC, rilasciano segnali d'infiaxazioné® e fattori di crescita per il
tessuto connettivo (CTGE) innescando il meccanismo fibrogenetico. Un altro
meccanismo con cui il virus contribuisce alla fomoae di fibrosi epatica, vede
direttamente coinvolta la proteina E2 la quale griado di aumentare I'espressione
genica della metallo-proteasi di matrice 2 (MMP-pjpteina responsabile della
normale degradazione della matrice extracellularartte il processo fibrogenico. Un
aumento trascrizionale di MMP-2 comporta una deagemhe massiccia della ECM
che compromette l'equilibrio necessario al rimoa®énto tissutale portando alla
distorsione dell’architettura epatica con consegristimolo di risposta fibrogenetica.
Altre proteine di HCV quali Core, NS3 e NS5A senmwr&oinvolte nel processo pro-
fiborogenetico attraverso [I'attivazione della citowh TGFS1 e un aumento
dell’espressione del pro-collagéhe

In particolare, Core sembra esercitare varie aziwiogiche in molti tipi di cellule
inclusi gli epatociti. Questi effetti includono dontrollo della crescita cellulare,
I'apoptosi, lo stress ossidativo, e limmunomodolae. Recenti studi indicano che la
proteina Core e in grado di legarsi direttamenteetttore del complemento 1q (C1q)
presente su cellule target quali i linfociti indode una cascata di eventi che si
traducono in diversi effetti, tra cui la generaaat radicali liberi, la stimolazione di
protein-chinasi attivate da mitogeni (MAPK), eti\ezione del fattore nucleare NF-
kB. La proteina non-strutturale NS3 invece, sembdurire la formazione di specie
reattive dell'ossigeno (ROS) e regolare I'espressidi due importanti oncogeni quali
p21 e p5%.
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Progressione della fibrosi nell' epatite cronica d&dCV

Nonostante il meccanismo con cui il virus promutavébrogenesi sia ormai in via di
chiarimento non e ancora noto tuttavia il motive pei la progressione della fibrosi
puo ampiamente variare nei pazienti con CHC. B¥fs#ti, puo rimanere clinicamente
silente per molte decadi, a volte per sempre efaparsa dei sintomi pud avvenire
anche dopo lunghi periodi quando la malattia siargia in uno stadio avanzato. E
stato dimostrato inoltre che il tasso e la veloditgprogressione della fibrosi sono
estremamente variabili tra i pazienti HCV. In ségua questa estrema variabilita e
stato sviluppato un modello che suggerisce un angpettro di pattern di
progressione: aprogressione rapidail tempo che intercorre tra l'infezione e lo
sviluppo della cirrosi € < 20 anni; pjogressione intermediaviluppo della cirrosi in
20-50 anni; cprogressione lenta> 50 anni; dnon progressiorfe Studi longitudinali

e trasversali hanno evidenziato che la progressiletia fibrosi epatica nei pazienti
con CHC viene influenzata da numerosi fattori sianegici che epigenetici.
Inizialmente i fattori virali, quali genotipo e @imia, ne erano considerati i principali
responsabili. Alcuni studi, ormai datati, riportaea infatti che il genotipo 1b
sembrava conferire una progressione piu rapida dellattia. Tuttavia la casistica
analizzata proveniva da un’area geografica cirdtbace nei risultati non venivano
considerati altri cofattori, cosicché i dati otténoon possono essere considerati
riproducibili. Altri lavori evidenziano invece ursaociazione tra genotipo 3 di HCV e
progressione rapida della fibrosi in quanto consaga della capacita di HCV-3 di
indurre lo sviluppo di steatosi epatica. Tuttavstato dimostrato successivamente che
'apparente associazione tra genotipo 3 e fibrogiirdipendente da I'accumulo di
grasso all'interno degli epatociti. Inoltre il gaipw 3 € associato ad una piu alta
risoluzione spontanea della malattia in seguitinéezione acutae quindi di per sé il
tasso di cronicizzazione e inferiore rispetto adtri genotipi di HCV. Per quanto
riguarda la viremia invece nessuno studio € riosdiin'ora a dimostrare
un’associazione significativa con la progressioeadibrosi. Da questi lavori quindi
e emerso che i parametri virali, quali genotipo levelli di viremia, non sembrano
svolgere un ruolo fondamentale nello sviluppo elan@rogressione della fibrosi
epatica.Recentemente e stato invece, dimostrato che iltifsmelinico di pazienti
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HCV non trattati sembra influenzato principalmerta parametri ambientali e
dell'ospité€™. In particolare l'alcol sembra essere uno deiofatmaggiormente
implicati nella progressione della malattia del &ty infatti un consumo cronico
maggiore di 50mg/die & associato ad un incremenipoitante del tasso di
progressione della fibrosi, con un rischio di airdi 2.3 in pazienti con CHC che
abusano di sostanze alcoli¢hke coinfezioni virali con i virus dell'epatite BIBV) e
dell' immunodeficienza umana (HIV-1) sembrano aeské implicate nella
patogenesi della fibrosi. Infatti &€ stato dimosirahe in pazienti con CHC la co-
infezione con HBV é associata ad una piu rapidaynessione della malattia del
fegato ed ad un maggior rischio di sviluppo di HE@r quanto riguarda i pazienti
con co-infezione da HIV, la progressione della d#ir epatica potrebbe essere
influenzata da una caratteristica tipica dell’inbee da HIV ossia un tasso ridotto
CD8/CD4 poiché sembra che le cellule CD8 possarseresrelativamente piu
fibrogeniche se comparate alle CD4. Inoltre, alalati preliminari recenti sembrano
dimostrare che le HSC possano essere infettatdasivente da HIV e quindi questo
potrebbe spiegare perché, nei pazienti coinfettiVHHIV, si assista ad una
regressione della fibrosi epatica in corso di tieramti-retrovirale efficacé,

Oltre ai fattori virali, lo sviluppo e la progreesie della fibrosi epatica possono essere
influenzati da diversi parametri clinici e metalsolicaratteristici dell’ospite. Tra
questi, I'eta al tempo dell'infeziofie(spesso pero difficile da determinare a causa
della mancanza di sintomi clinici immediati), l'imimosoppressione e la presenza di
sindromi metaboliche e/o diabete di tipo Il. Int=@nte, inoltre, I'associazione tra
fibrosi epatica e sesso maschiimputabile alla capacita degli estrogeni di diniau
in vitro la progressione della fibrosi tramite un’ altecsn@ della proliferazione e
dell'attivita delle cellule stellate. Nonostanteld@o importanza e l'influenza notevole
che esercitano sulla fibrogenesi, tutti questiofathon sono sufficienti a dare una
previsione accurata di quale paziente potra svduppcirrosi, e identificare
precocemente quali necessitano di un trattamertiarare.

Considerando che la fibrosi epatica sembra eskaselltato di un processo dinamico
nel quale diversi geni interagiscono con fattori baantali, negli ultimi anni
l'attenzione si e focalizzata sullo studio di fattgenetici dell'ospite che sembrano

avere un impatto notevole sulla storia naturaléedellattie epatiche tra cui anche la
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CHC. In particolare &€ sorto uno speciale interegse l'identificazione di geni
dell'ospite coinvolti nel meccanismo della fiborogen Sono stati pubblicati numerosi
studi nei quali € evidenziata un'associazione dural polimorfismi a singolo
nucleotide (SNPs) con la progressione della fibmgpazienti con CHC. Fin'ora i
geni piu studiati sono stati quelli che codificgoer I'Interferoney (IFN-y), Tumor
Necrosis Factoe (TNF-a), I'interleuchina-10 (IL-10), il recettore per LD{LDLR),

il fattore V di Leiden e la proteina chemotattiea pmonociti 2 (MCP-2)%3).
Tuttavia, i risultati ottenuti da questi studi sospesso contraddittori in quanto
derivano da un ridotto numero di pazienti o nomosatati confermati in serie
indipendenti.

Attualmente la definizione dello stadio di fibrosappresenta il parametro piu
importante per la prognosi e la conseguente gestieh paziente con epatite cronica
virale. Spesso pero le epatopatie croniche somdoasatiche e gli esami bioumorali
non hanno valore prognostico sufficiente. E evideqiindi, che I'identificazione dei
soggetti a rischio di progressione e quindi digyare cirrosi ed epatocarcinoma,
risulta fondamentale per ridurre i costi relatifieafasi terminali delle epatopatie
croniche in quanto la malattia epatica scompengsaun alto costo socio-
assistenziale, incluso quello del trapianto di feg& di fondamentale importanza
quindi identificare dei parametri clinici 0 genetiche riescano a predire la
progressione della fibrosi nell’epatite cronicaiaies ottimizzare la terapia individuale

di ogni paziente.

Cirrhosis Risk Score(CRS)

Recentemente, mediant@o studio di scansione genomica “non hypothesisi,
Huang et af?in collaborazione con Celera hanno sviluppatoest definito Cirrhosis
Risk Score (CRS) mediante il quale sembra posgioédire il rischio di comparsa di
cirrosi in pazienti con CHC. Il test si basa sultambinazione di 7 polimorfismi a
singolo nucleotide (SNPs) (tab. 1) risultati esdereemente correlati alla cirrosi e in
grado, singolarmente, di promuovere la malattiaodgggere da essa.

| sette SNPs che compongono il CRS derivano appdantana scansione genomica di
circa 25000 polimorfismi a singolo nucleotide, siceldipendentemente da un loro
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ipotetico ruolo nella comparsa della fibrosi. Daymima analisi sono stati selezionati
361 SNPs che risultavano essere correlati in gaatobdo alla fibrosi epatica. Questo
sottogruppo di polimorfismi € stato nuovamente iamato in una coorte di pazienti
piu ristretta comprensiva di soli soggetti caudasenza fibrosi o con cirrosi. Da
guest’ ultima analisi sono stati identificati 7 paobrfismi che mostrano singolarmente
una forte associazione con la cirrosi (SNP1-7).s€@iao di questi polimorfismi &

caratterizzato da un’alta frequenza (18,5%-87,3%)dae un odd ratio (OR)

significativo che va da un minimo di 1.86 a un nrassdi 3.23. L'area sotto la curva
(AUC) calcolata per ogni SNP risulta di 0.56-0.58¢icando la loro moderata
predittivita se considerati singolarmente. Il valor predittivo aumenta

considerevolmente qualora i 7 SNPs vengano combman algoritmo che da come
risultato un indice di rischio per la cirrosi (CR%)cui valore &€ compreso tra 0 e 1:
piu alto e il valore di CRS maggiore sara il rigchger un paziente di sviluppare
cirrosi. In particolare i pazienti cronicamenteeittf con HCV che risultano avere un
alto indice di rischio (CRS > 0.7) mostrano un valpredittivo positivo (PPV) che va
dall'82% per i soggetti della corte di studio aP®én quella di validazione, e l'area
sotto la curva per questi ultimi (AUC) era di 0.€8ntro una AUC, che considerava i

soli i fattori clinici, di 0.53.

Gene Genotipo Rischio P value ORs Frequenza

(Cromosoma) rischio conferito univariata (95% CI) (caucasica)
SNP1 AZIN1 (Chr8) GG - 0.0002 (1.73('5;11) 86.9%
SNP2 TLR4 (Chr9) CcC + 0.0004 (1.(?('5%51.81) 87.3%
SNP3  TRPM5 (Chril) CT,CC + 0.0006 (1.32;_)??08) 63.6%
SNP4 unknown (Chrl5) AG,AA - 0.0038 (1.212'{35.82) 41.6%
SNP5  unknown (Chrl) GG + 0.0001 (1.522'??? 63 723%
SNP6 STXBPS5L (Chr3) AG,AA - 0.0014 (1.58?56.15) 18.5%
SNP7  AQP2 (Chri2) GG " 0.0003 | 422'_1;30) 66.7%

Tab. 1: Polimorfismi genetici costituenti il CRS e loragametri individuali
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Combinando il CRS con i fattori clinici consideraibn sono stati ottenuti grossi
miglioramenti rispetto al solo risultato del CR&8dicando cosi che tale indice e
caratterizzato da un alto valore predittivo se ganato ai soli parametri clinici.
Inoltre, i CRS e un indice oggettivo mentre i daitclinici sono soggettivi (in
particolare I'alcol) e possono variare anche niedbadi poco tempo rendendoli quindi
dei parametri poco attendibili. Come suggerito @i studi, non & da escludere che
altri fattori clinici e metabolici non contemplati questo studio (es. steatosi epatica,
BMI, diabete, accumulo di ferro) possano esserebdeni marcatori da utilizzare
nella valutazione del rischio di cirrosi.

L'importanza e il valore clinico del CRS é notevdle quanto potrebbe essere
utilizzato in un prossimo futuro come marcatore myMasivo per stratificare i pazienti
caucasici in base al rischio di cirrosi prima dittgporli ad una biopsia (fig. 4 ).
Quindi, ipoteticamente, si potrebbe decidere ditdra pazienti ad alto rischio
indipendentemente dal grado di fibrosi. | paziesun rischio basso o intermedio
dovrebbero sottoporsi invece a biopsia epatica ypex corretta stadiazione della
fibrosi: la presenza di fibrosi significativa (2-4inplica la necessita di terapia

antivirale.

| Cirrhosis Risk Scor+
|

Rischio alto Basso rischio & indeterminato
Trattamento ; )
Biopsia
| |
Stadio 0-1 Stadio 2-4
|
| |
Basso rischio Rischio Indeterminato
.. . . . Trattamento
Posticipare il Individualizzare
trattamento la terapia

Fig. 4. Potenziali applicazioni cliniche del CRS
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Tuttavia, lo studio di Huang et al. presenta aldimiti. Per prima cosa, idealmente,
lo studio dovrebbe essere condotto longitudinalmerttn biopsie seriali di tutti i
pazienti ripetute in arco di tempo di almeno 3-Gian modo da considerare anche la
velocita e il tasso di progressione della malatéhtempo. Sfortunamente, questo tipo
di approccio e difficilmente praticabile in quansolo una piccola percentuale di
pazienti viene sottoposta a biopsie ripetute nelpte prima di iniziare la terapia
antivirale. In secondo luogo, tutte le biopsie @dlaero essere valutate da uno stesso
anatomopatologo in modo da non incorrere in ediovalutazione istologica.

Ulteriori validazioni sono necessarie per potereiawalore clinico del CRS in modo
tale da renderlo un marcatore affidabile da af@smecad altri test non-invasivi di
valutazione dello stadio di fibrosi quali APRI (papto amino transferasi/piastrine),
Fibrotest e Fibroscan.
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SCOPO DELLO STUDIO

Attualmente la ricerca di marcatori non invasivigrado di predire la progressione
della fibrosi epatica in pazienti con epatite coanda virus C e di fondamentale
importanza. Recentemente € stato sviluppato un teinito CRS, basato su
polimorfismi genetici in grado di predire la comgardi cirrosi in pazienti caucasici
con CHC. Come gia descritto precedentemente, icstoriginale perd necessita di
ulteriori validazioni. L'obiettivo del lavoro di cpsta tesi di dottorato, svolto in
collaborazione con Celera, € stato quello di testar predittivita del CRS come
possibile marcatore non solo di rischio di cirrosa anche di sviluppo di fibrosi

significativa. A tale scopo, nel nostro lavoro atstconsiderato il tempo di sviluppo
della fibrosi, testando una coorte di pazienti proenti da due centri clinici

dell’'Universita di Padova e di Verona, i quali esastati sottoposti a biopsie seriali

distanti tra loro almeno 60 mesi.
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Scopo dello studio
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MATERIALI E METODI

Pazienti

Lo studio e stato condotto in 271 pazienti caucagia epatite cronica da virus C
sottoposti a biopsie del fegato in due centri clidell’'universita di Padova e di
Verona tra il 1980 e il 1996, con un “follow-up’atie biopsie di almeno 60 mesi in

assenza di alcuna terapia antivirale (tab. 2).

N pazienti 271
Maschi/femmine 150/121

Eta media alla prima biopsia 44.8 + 10.7 anni
Genotipi HCV HCV-1 9.1%
HCV-2 20.8%
HCV-3 11.3%

HCV-4 5.1%
Prima biopsia FO 37%
F1 41.3%
F2 21.7%
Intervallo tra le due biopsie 104.3 mesi (ranges@t06)

Tab 2. Caratteristiche cliniche e demografiche dei 2&4ignti analizzati.

Sono stati inseriti nello studio solo pazienti aigpondevano ai seguenti criteri di
inclusione: 1) pazienti con fibrosi assente, minimanoderata (METAVIR stage da
FO a F2) alla prima biopsia; 2) evidenze sierolbgidi epatite cronica da virus C
definita dalla presenza persistente di anticordi-lA€V (> 6 mesi) e positivita
al’lHCV RNA nel siero. 3) due biopsie per ogni pazie di misura adeguata (> 15
mm con piu di 7 tratti portali) per valutare loditadi fibrosi. | pazienti visti prima del
1990, con diagnosi iniziale di epatite non-A/non®)no stati riclassificati per
diagnosi di HCV utilizzando campioni di siero corvadi. Inoltre, nell’analisi

statistica di associazione tra i polimorfismi gérie¢ la progressione di malattia
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stata incluso il sesso maschile e I'eta, variaimlie influenzare la progressione della
fibrosi nell’epatite C.

Per cercare di evitare interferenze con altri fattlh rischio conosciuti e quindi di
testare esclusivamente la predittivitd propriamt@imorfismi, sono stati esclusi dallo
studio pazienti coinfettati con HBV o HIV e pazieaffetti da obesita severa (BMI >
28), sindrome metabolica o diabete mellito di tipdAltro parametro di esclusione €
stata la terapia antivirale: nessuno dei pazientuo#ati era stato sottoposto a
trattamento antivirale per HCV prima di essere usol nello studio o durante il
periodo di follow-up precedente la seconda biopQaesto grande numero di casi
naive e spiegabile in quanto molti dei pazientezenati erano stati visti e seguiti
negli anni ‘80 e nei primi anni '90, quando il teahento antivirale per HCV non era
ancora disponibile o aveva un’efficacia limitataplire, a quell’epoca, gli stadi
iniziali di fibrosi non erano considerati indicatper iniziare un trattamento antivirale.
Ultimo, ma non meno importante, criterio di esans € il consumo giornaliero di
alcol significativo (>30mg/die), un parametro clteme descritto prima, influenza
notevolmente la progressione della fibrosi epafiedtavia, poiché I'abuso di alcol e
molto diffuso tra i pazienti con CHC, in un seconadmmento, abbiamo voluto
valutare la predittivita del test anche in presedzauesto importante parametro..
Abbiamo quindi analizzato un ulteriore gruppo dipgEienti con CHC ( 35 maschi e
14 femmine) con eta media di 42 + 13.1 anni, canattati da assunzione di una dose

giornaliera di alcol significativa (>30mg/die).

Valutazione biopsie epatiche

Il tempo intercorso tra le due biopsie epatiche mbatienti era maggiore di 5 anni
(media 106.48 + 71.74 mesi, [range, 60-316 mesil) @ampione bioptico e stato
ottenuto utilizzando la tecnica Meneghini con up dg1,6 mm. La lunghezza media
delle biopsie era di 29 mm (range, 15-61 mm), enedia presentavano 11 tratti
portali (range, 7-23). L’anatomopatologo che hautab le biopsie non era a
conoscenza né dei dati clinici e demografici deiigiati né della sequenzialita delle

biopsie.
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Gli stadi di fibrosi sono stati definiti usandosistema di punteggio METAVIR, e la
progressione di fibrosi e stata valutata in basmaibiamenti dello stadio METAVIR
tra la prima e la seconda biopsia. Nelle analisitivariate, il tasso di progressione
individuale e stato calcolato come unita di fibrivEt TAVIR per anno.

Estrazione DNA da sangue intero

I DNA genomico di ogni paziente é stato estratab shngue intero mediante il kit
commerciale Qiamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), utitando 20Qul di campione e
seguendo il protocollo fornito dalla ditta. Il DN#esi ottenuto € stato risospeso in 100
ul di acqua sterile e la concentrazione e statatdicata mediante spettrofotometro
Beckman DU 530.

Genotipizzazione dei 7 SNPs CRS mediante Tecnolodiaminex

La genotipizzazione dei 7 SNPs costituenti il CRStata effettuata con Tecnologia
Luminex che prevede 4 passaggi principali: amg@#ione delle regioni contenenti i 7
SNPs, saggio di ligazione oligonucleotidica (OLAsap, ibridizzazione mediante
biglie (bead hybridization) e marcatura finale dworo cromi (SA-PE labelling). Il
protocollo e i reagenti sono forniti da Celera rsooperti da brevetto: non sono a noi
note quindi né le concentrazioni dei reagenti useliie varie reazioni né la sequenza

nucleotidica dei primer utilizzati per amplificareampioni.

« L’amplificazione delle sette distinte regioni contenenti i polingrii e di un

marcatore per il sesso (presente nei cromosomi X) & stata condotta
mediante una PCR-multipla utilizzando, per ciasa@eaione, una quantita di

DNA genomico compresatrai 3-12 ng

e Saggio di ligazione oligonucleotidical secondo passaggio prevede lo

svolgimento di un saggio di ligazione nucleotidataamato “Oligonucleotide
Ligation Assay” (OLA), in cui il prodotto di PCR emne incubato con 10 pl di

una mix (OLA master mix) contenente :
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* Oligo allele-specifici (ASO) che presentano al 5 una sequenza

oligonucleotidica denominata “PIZ”: per ogni SNRAssono due ASO,
rappresentanti i due diversi alleli (wild-type etato).

» Ligation Specific Oligo (LSO) biotinilato al 5'.

L’appaiamento di ASO a LSO avviene solo ed escampnte se il 3’ di ASO
si lega con il prodotto di PCR che rappresentéelalcorretto.(Fig 5).

N Ligation
Allele Specific Specific Oligo
PIZ code™., Oligo 1 (ASO1) (LSO)
: - 0
o
A —
PCR primer 2
» Ligation
Allele Specific Specific Oligo
PIZ code™., Oligo 2 (ASO2) (LSO)
/€ O
—_—)
A
PCR primer 2

Fig.5 Rappresentazione schematica del saggio di ligaziigonucleotidica.

Una volta aggiunta la OLA master mix, i campioningeno trasferiti in un
termociclatore e sottoposti al seguente progranbhiaa 95.5°C, 2’ a 48°C, per 32
cicli, e infine 10’a 99 °C.

» Bead Hybridization: in questa fase vengono fatte ibridare delleidigllele

specifiche ai prodotti ottenuti dalla reazione Ol pratica, vengono aggiunti
30 pl di Bead master mix al prodotto di ligazionteouto dalla reazione

precedente.

Per ogni polimorfismo sono presenti due biglie rappntanti i due diversi alleli:

si tratta di sfere in poliestere carbossilato lalgal loro interno contengono una
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miscela di due fluorocromi (CL1 e CL2). Al loro esto sono invece coniugate

con degli oligonucleotidi specifici per ogni alleleiamati “zip codes”.

Durante la reazione di Bead Hybridization il 5’ Zptode” legato agli ASO si lega

complementariamente allo “zip codes” coniugato biggie (Fig.6).

* L'ultimo step e quello di aggiungere streptavidmd-ficoeritrina (SA-PE) i
quali legando la biotina al 3’ di LSO permetterandb marcare “con

fluorescenza” i prodotti ottenuti.

Luminex
bead 1

... ZIP code

Allele Specifi Ligation
ele speciiic Specific Oligo
PIZcode™.. *..  Oligo 1 (ASO1) (Lpso) g SA-PE
PCR primer1 - T
— i
A T —
PCR primer 2
Luminex
bead 1
... ZIP code
Allele Specifi Ligation
ele specitic Specific Oligo
PIZ codé™.. .. Oligo 2 (ASO2) (Lpso) g SA-PE
PCR primer1 ° sC
—>
A T —
PCR primer 2

Fig. 6. Rappresentazione schematica dell areazione Bewdridiation e

marcatura con SA-PE.

Il tutto viene analizzato al Luminex ® TM Systemmoustrumento in grado di
analizzare fino a 100 polimorfismi contemporaneamehe microsfere legate ai
prodotti di PCR ibridati con oligo specifici son@aaisiti da una sonda che ne
permette il passaggio singolarmente. Un primo |é§Reporter Laser) eccita i “SA-
PE” e il segnale emesso per ogni biglia viene caiiby permettendo la quantificazione

dei prodotti legati ad ogni microsfera. Il secordser (Classification Laser) eccita
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invece i due fluocromi (CL1 e CL2) all'interno delbiglie. Il rapporto tra CL1 e CL2
da il Profilo Identificativo (ID) della biglia. LD indica il genotipo di ogni SNPs.
L’elaborazione dei dati ottenuti al Luminex vierfée#uata un mediante un software
sviluppato da Celera, il Genotyping Coller ID (GGI&he fornisce, per ogni paziente,

il genotipo dei 7 polimorfismi piu il marcatore dsdsso.

CRS

Per ogni paziente il Cirrhosis Risk Score e statoatato usando I'algoritmo originale

sviluppato da Celefa

0.626*P(Cirrhosis)

CRS=
0.626*P(Cirrhosis)+0.374*P(no Cirrhosis)

P(Cirrhosis)= p(SNP1)x p(SNP2)x p(SNP3)...x p(SNP7)
P(no Cirrhosis) = p(SNP1X p(SNP2)x p(SNP3)...x p(SNP7)

il quale tiene in considerazione sia la probabitkee un polimorfismo contribuisca

alla formazione di cirrosi che la probabilita chetegga da essa. (Tab. 3)

SNP value p(Cirrhosis) p(Cirrhosis) p(Cimhosis) p(Cirrhosis)

SNPs =1 =0 for SNP=1 for SNP=0 for SNP=1 for SNP=0
DAZINL (Chr8) GG GA AA 0928030303  0.071969697 0.801282051  0.198717949
2TLR4(Chr9) CC  CT,TT 0928301837 0.071698113 0.810126582  0.18987341
3TRMPS (Chrll) TT TC,CC 0318181818 0.681818182 0.487341772  0.512658228
Hnone (Chrls5) GG GS,AA 0554716981  0.445283019 0.696202532  0.303797468
5)none (Chrl) GG  GC,CC 0.784905660  0.215094340 0.610062893  0.389937107
6)none (Chr3) GG  GA AA 0.784905660  0.215094340 0.905660377  0.094339623
7AQP2 (Chrl2) GG  GC,CC 0.747169811  0.252830189 0578616352  0.421383648

Tab 3. Probabilita calcolate per ogni SNPs usate nglatmo per il calcolo del CRS
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Statistica

La distribuzione continua del CRS €& stata testgiy, I'associazione con la
progressione della fibrosi, usando il test Wilcoxbeoggetti sono stati classificati in
tre gruppi: basso (CRS<0.5), intermedio {CRS>0.7) e alto rischio (CRS>0.7) di
progressione della fibrosi. Il test di Armitagetats usato per associare il CRS con la
proporzione di soggetti che hanno mostrato progmesesdi almeno uno stadio
METAVIR. La regressione logistica e stata fatta a@l@ver aggiustato i valori per il

sesso, I'eta al tempo dell’infezione, e il tempt@inorso tra le due biopsie.
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Materiali e metodi
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RISULTATI

Biopsie epatiche e progressione di fibrosi

La tabella 4 descrive le proporzioni dei 271 paizianalizzati che mostrano fibrosi
stabile o progressiva tra la prima e la secondgsiao calcolate raggruppando i
pazienti in base allo stadio iniziale della ma#a(&#0, F1, F2). In tale analisi sono stati
esclusi i soggetti con assunzione significativaldol ( > 30mg/die).

In base a questa stratificazione, possiamo vedegatla prima biopsia, la maggior
parte dei pazienti non presenta fibrosi (FO, n=]88.4%]) o mostra una fibrosi
epatica minima (F1, n=108 [39.8%]). 59 di essi §24) presenta invece uno stadio
iniziale di fibrosi F2 (secondo METAVIR stage). Rute il periodo intercorso tra le
due biopsie, si assiste ad una progressione disiilafi almeno uno stadio METAVIR
in 205 pazienti (76,6%), dei quali 80 (39,0%) cteds FO nella biopsia iniziale. La
progressione di due o piu stadi METAVIR e stataavia 122 pazienti (45%).

1%' Biopsy 2 Biopsy

FO% () F1% (M) F2% (M) F3% (M) F4% (n) Total%

(n)
0 23.1(24) 26.0 (27) 34.6.36) 9.6(10) 6.7(7) 438
(104)
=1 0() 315(34) 37.0(40) 21.3(23) 10.2(11) 9.93
(108)
F2 0 (0) 0 (0) 13.6 (8) 27.1(16) 59.3(35) 258)(
Total 8.9 (24) 225(61) 31.0(84) 18.1(49) 1%8)( 100
(271)

Tab. 4 Variazioni della fibrosi in stadi METAVIR tra I and 2 biopsia nei 271 pazienti con
epatite cronica da virus.C

Una progressione maggiore di due stadi METAVIR galata ad un intervallo piu
lungo intercorso tra le due biopsie:, 17 paziefh6.8%) con stadio FO alla prima

biopsia progrediscono fino allo stadio F3; il tempedio dell'intervallo tra le biopsie

34



in questi pazienti era di 324+156 mesi (median®, 2iési). Nei pazienti con stadio
iniziale FO che non progrediscono o mostrano pssgoee di uno o due stadi, il
tempo medio intercorso tra le due biopsie € invdice04+20.5 mesi (mediana, 108
mesi). Poiché le dimensioni della biopsia possaifflaire sulla valutazione istologica,
sono state comparate sia le dimensioni che il narder tratti portali delle biopsie
ottenute da pazienti "non-progressor” con quellepdeienti "progressor”. Come
riportato nella tabella 5, la grandezza e il numeeo tratti portali della prima e
seconda biopsia non differiscono significativamentea i due gruppi

indipendentemente dal grado di progressione.

Lunghezza (mm) Tratti portali (numero)
(media £ SD) (media £ SD)
1% biopsia 2% biopsia f'biopsia 2% biopsia
Tutti i casi 24111 27114 10+8 11+9
Non progressori 2219 24+12 9+4 106
Progressori 25+13 28+16 12+7 1149

(tutti gli stadi)

Progressori 24+10 27+15 11+6 1310
(>2 stadi METAVIR)

Tab. 5. Grandezza delle biopsie epatiche e numero di pattali nei campioni
consecutivi dei 271 pazienti analizzati.

E’ emerso invece che la progressione della fibeosignificativamente associata al
sesso maschile (OR= 2.3552, Cl 95%: 1.3351-4.1B410;003), con stadi METAVIR
di fibrosi piu alti nella prima biopsia (OR 1.215% CI 1.07-1.35; P=0.02), e un
tempo piu lungo intercorso tra le due biopsie (OR91, 95% CI 1.006-1.032;
P=0.05). Inoltre la progressione della fibrosi asléconda biopsia correla con il grado
di attivita inflammatoria nella prima biopsia, (GR34, 95% CI 1.11-4.32; P=0.01).
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Al contrario, I'eta al tempo della diagnosi(P=0.1¥gta alla prima biopsia, (P=0.55) e

il genotipo non sono associati alla progressionia diérosi.

Distribuzione del CRS secondo la progressione dbfiosi

In un secondo momento sono state confrontate leentiedl CRS calcolate in pazienti
“non-progressori’ e “progressori”’ indipendentemed#tlo stadio METAVIR (0.531

+ 0.21 e 0.635 £ 0.19 rispettivameni= 0.005). Al contrario, nessuna variazione
significativa si € vista confrontando le medie @&S di pazienti che progrediscono di
uno ( 0.627 £ 0.18), due (0.655 + 0.19), tre (0.588.24), o quattro (0.629 + 0.14)
stadi METAVIR. Considerando solo i pazienti conessza di fibrosi (FO) alla biopsia
iniziale, notiamo che la media del CRS differisa ‘progressori” (0.655 + 0.18) e
“non progressori” (0.499 + 0.22) con aumento defignificativita statistica
(P=0.002). Tuttavia, nei pazienti con assenza di fibnoon si notano differenze
significative tra i valori di CRS in relazione alaglo di progressione tra la prima e la
seconda biopsia (progressione di uno stadio; CR%69 £ 0.18; di due stadi: CRS =
0.658 £ 0.17; di tre stadi: CRS = 0.626 £ 0.22qudiattro stadi: CRS = 0.629 + 0.14).
Tali risultati indicano che non c’é un’ associaaaignificativa tra I'indice CRS e |l

tasso individuale di progressione, calcolato com&uMETAVIR di fibrosi per anno.

Tasso di progressione secondo i gruppi di rischioall CRS

Successivamente i pazienti sono stati stratificatre categorie di rischio basandosi
sul punteggio CRS proposto da Huang & &azienti a basso rischio (CRS < 0.5), a
rischio intermedio (CRS compreso tra 0.5-0.7), 2qydi ad alto rischio (CRS > 0.7).
La tabella 6 descrive la percentuale di soggetatifcati in base all'indice CRS, che
manifestano progressione di fibrosi. Tra | paziesin stadio iniziale FO e con
progressione di fibrosi di almeno uno stadio METRVIil 56.7% risulta a basso
rischio, il 79.4% a rischio intermedio e il 90% altb rischio di progressione.
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Biopsia CRS score Pazienti totali  Pazienti progressori 95 % CI

iniziale N (%)
FO-F2
Basso 82 52 (63.4) 52.4-74.4
89 69 (77.5) 68.3-86.8
Alto 100 84 (84.0) 76.3-91.7
FO-F1
Basso 63 38 (60.3) 47.4-73.2
68 49 (72.1) 60.7-83.5
Alto 81 67 (82.7) 73.9-91.6
FO
Basso 30 17 (56.7) 37.3-76.1
34 27 (79.4) 64.4-94.5
Alto 40 36 (90.0) 79.4-100.0

Tab. 6: Percentuale di pazienti con progressione di riials¢condo la fibrosi alla
prima biopsia e il CRS score.

Basandosi sul confronto con il gruppo a basso ieschiOR associato alla
progressione e di 2.95 (95% CI 0.98-8.87) nel gougpischio intermedio e di 6.88

(95% CI 1.95-24.3) nel gruppo ad alto rischio.

Analisi multivariate della progressione in funzionedel CRS

Sono state eseguite a questo punto delle analisivanate per testare 'associazione
del CRS con la progressione della fibrosi consigogparametri quali sesso, eta alla
diagnosi, eta alla prima biopsia e lintervallo teadue biopsie. L'associazione del
CRS con la progressione di fibrosi rimane signtfiG indipendentemente da tutte
gueste variabili, escluso il sesso. La tabella Jcdee i risultati di OR ottenuti da

guest’analisi in relazione alla fibrosi inizialesesso e il CRS.
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FO alla biopsia iniziale FO-F2 alla biopsia iniziad

Sesso CRS (95(?,/':0) P value (95(?,/':0) P value
Tutti Alto 4.98 0.02 2.03 n.s.
(1.28-19.28) (0.95-4.37)
3.70 0.03 1.90 n.s.
(1.11-12.30) (0.97-3.84)
Basso 1 (ref) 1 (ref)
Maschi Alto 16.53 0.006 4.70 0.006
(1.64-166.12) (1.57-14.1)
11.15 0.04 4.18 0.02
(1.15-108.48) (1.24-14.1)
Basso 1 (ref) 1 (ref)
Femmine Alto 3.24 n.s. 1.04 n.s
(0.46-22.89) (0.34-3.16)
2.38 n.s. 1.30 n.s.
(0.53-10.72) (0.54-3.12)
Basso 1 (ref) 1 (ref)

Tab. 7: Odds Ratios per la progressione di fibrgsiL(stadio METAVIR) in relazione
alla fibrosi iniziale, il sesso e il CRS

Si puo notare infatti che quando i maschi e le feamenvengono considerati insieme, i
casi con moderato o alto CRS mostrano un OR pprdgressione della fibrosi piu
alto rispetto ai casi con basso CRS con una difflerestatisticamente significativa
solo nel sottogruppo di pazienti con fibrosi inigimssente (F0). L'associazione del
CRS con la progressione della fibrosi e invecenadtate significativa nei pazienti
maschi contrariamente alle femmine in cui non éersa alcuna significativita
statistica. Infatti solo i pazienti maschi con CR8derato o alto mostrano un OR per
la fibrosi significativamente piu alto rispetto @azienti del gruppo a basso rischio.
Questa evidenza, inoltre, risulta essere indipeteddallo stadio iniziale di malattia.
Riassumendo, I'OR piu alto e stato visto nei pakimaschi con FO alla prima biopsia
e alto CRS score (OR 16.5, 95% CI 1.6-186; 0.02). Al contrario, nelle femmine il
CRS non e associato alla progressione di fibregljpendentemente dallo stadio

iniziale della malattia.
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CRS e consumo significativo di alcol

Forti dei risultati ottenuti abbiamo voluto, in sé, testare la predittivita del CRS
anche in pazienti con consumo significativo di agiornaliero (>30 mg/die). Poiche
I'alcol rappresenta uno dei cofattori che influemzamaggiormente la progressione di
fibrosi, & interessante verificare se e in gradal@irare il risultato del test. Sono stati
quindi analizzati altri 49 pazienti con diversi drali fibrosi che durante il periodo di
follow-up tra le due biopsie avevano consumato gumntita di alcol superiore ai 30
mg/die. Di questi 49 soggetti, 19 mostravano pregjome minima di fibrosi di un
solo stadio METAVIR mentre i rimanenti 30 avevan@aiprogressione istologica di
due o piu stadi METAVIR. Poiché la mediana delkintallo tra le due biopsie era
simile in questi due sottogruppi (74 versus 82 inesstato possibile analizzare il
contributo del CRS nella progressione della fibingpresenza di assunzione di alcol
comparando 19 pazienti a lenta progressione cquaignti a rapida progressione. Il
CRS medio trovato € di 0.561+0.11 nei primi e 0#6¥48 negli ultimi P=0.049).
Anche questi pazienti sono stati stratificati setmil valore di CRS ottenuto: 15 di
essi sono rientrati nel gruppo a basso rischimmelgruppo intermedio e 19 in quello
ad alto rischio. E emersa una progressione di dibsmnificativa (pitl di uno stadio
METAVIR) rispettivamente in 5 (33.3%), 7 (46.6%),18 (94.7%) pazienti. Queste
evidenze, sebbene ottenute da una coorte ridotp@zienti, indicano che la “firma
genetica” usata per la costruzione del CRS semhbmanere predittiva, anche in

presenza di un consumo significativo di alcol gadero.
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DISCUSSIONE

Numerose evidenze indicano che i fattori genetall'aspite possono influenzare la
storia naturale e la progressione di varie mala#gmatiche croniche, inclusa
ovviamente I'epatite C. E’ noto che anche la rag#hiisce sull’evoluzione della
fibrosi nei pazienti infetti da HC¥>* Inoltre numerosi studi hanno dimostrato
I'implicazione di polimorfismi appartenenti a spii geni nella progressione della
malattia epatica associata all'infezione cronicaddd/. Tuttavia, molti di questi studi
sono stati condotti su un numero ristretto di patzie su un intervallo di tempo tra
due biopsie seriali troppo breve, generando cealtati contrastanti. Attualmente, &
molto complesso capire il significato patogenegcle possibili implicazioni cliniche
delle scoperte ottenute. Infatti, la progressioptadmalattia nell’epatite cronica da
virus C, coinvolge un numero smisurato di geniyalgcontribuiscono ad aumentare
la difficolta di definire il relativo contributo dognuno. Oltretutto, molti cofattori
ambientali e alcune comuni comorbidita sembrantué@mizare la progressione della
malattia in soggetti con CHC. | loro effetti prorainti possono ostacolare lo studio
delle predisposizioni genetiche emergenti o ampraenesaminate, che modificano la
velocita di progressione della malattia.

L’associazione tra CRS e cirrosi & stata stabilaaHuang et a’, conducendo uno
studio trasversale che comparava un gruppo di @dmtti pazienti HCV senza fibrosi
(FO secondo METAVIR) ad un gruppo di casi con nieaal limite tra fibrosi e
cirrosi (F3-F4). Nel nostro studio longitudinaleb&mo ora confermato il valore
prognostico del CRS nell’'epatite cronica C mostoata sua associazione con |l
rischio di sviluppare fibrosi e cirrosi in paziemibn fibrosi minima o assente alla
prima biopsia. Nella nostra casistica sono statismerati numerosi pazienti con
stadio di fibrosi FO alla prima biopsia, poiché passato questi casi non erano
considerati per la terapia antivirale ed era cimenate indicato che dovevano essere
monitorati con biopsie sequenziali.

| risultati ottenuti indicano che il valore progtice del CRS appare particolarmente
solido in questo gruppo di pazienti. Sebbene sra e¢be questi dati possono essere
stati ingigantiti dal fatto che i pazienti con stathiziale FO possono solo mostrare

stabilita o progressione, ma non regressione, éoweee potrebbe essere nei casi con
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altri stadi di fibrosi iniziali, bisogna anche nache tali soggetti fanno parte di quella
categoria nella quale la decisione di trattaresensre potrebbe trarre grossi benefici
dalla disponibilita di un marcatore predittivo slmi Una severa progressione della
malattia puo sicuramente avvenire anche in pazlé@¥ con stadio iniziale FO, nel
nostro lavoro osserviamo infatti che il 17% deiiaa®stra una progressione della
fibrosi di 3 0 4 stadi METAVIR. Sebbene l'epatiteogica C in molti casi sia una
malattia piuttosto lenta e impieghi decenni pergpedire a fibrosi avanzata, e stato
chiaramente descritto in letteratura che alcuniiggaz HCV possono avere una
progressione della malattia estremamente rapidao$tante il tasso di progressione
dei pazienti FO del nostro studio sembri piu alpetto a quello di studi precedenti di
storia naturale della malattia, bisogna notareiai@stri pazienti “progressori” hanno
un intervallo di tempo tra le due biopsie significamente piu alto e che la
progressione a fibrosi avanzata avviene in un gerah piu di 20 anni. Questo tipo di
progressione e compatibile con i modelli di svilapdella malattia descritti in
letteratura in pazienti simili ma con un perioddaflow-up pit brevé®?’.

Nel nostro studio, il valore predittivo di un CR80oaé evidente e statisticamente
significativo nei pazienti maschi, in particolarequelli con FO alla biopsia iniziale,
indipendentemente da altre variabili, come I'etbirgervallo tra le biopsie ma non
nelle femmine. L'incapacita del CRS di mostrareassociazione significativa con il
sesso femminile, potrebbe essere dovuto ad unaamaadali potere statistico. Infatti,
nelle femmine, la progressione della malattia é&asoknte piu bassa e ha tempi piu
lunghi quindi il periodo di follow-up di 5 -10 annda noi considerato, potrebbe
risultare troppo breve. Alternativamente, i set&morfismi inclusi nella costruzione
del CRS potrebbero non influire sulla progresside#a fibrosi tra le femmine per
ragioni non ancora note.

L’associazione tra CRS,sesso maschile e stadicaieiZ=0 potrebbe avere una
rilevanza clinica notevole. Attualmente infattiazienti HCV con fibrosi iniziale FO
sono considerati a basso rischio di progressionmalattia epatica, e quindi non
candidati alla terapia antivirale. | risultati ottéi in questo studio di dottorato
dimostrano invece che i pazienti maschi con stddifibrosi FO e alto CRS (>0.70)
hanno un rischio significativo di progressione aathalattia nel corso del tempo e

quindi, dovrebbero essere considerati per il tna¢tato antivirale immediato.
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Tuttavia, sono necessari altri studi per capirdaspredicibilita del test puo essere

aumentata espandendo il pannello di SNPs e/obrealdlo i cut-off di rischio.

E’ noto che la progressione dell’epatite C & prdomente influenzata da diversi
fattori, tra cui I'alcol, confezione con HIV-HBV &econdo recenti studi, le malattie
metaboliche e linsulino resistenza (IR). Nello ditu da noi condotto abbiamo
dimostrato che il valore prognostico del CRS rimaigificativo anche in pazienti
HCV che abusano di alcol. Il ruolo del CRS nelladizione dello sviluppo della
malattia del fegato riserva adeguate e future malani in pazienti HCV con altre
confezioni virali (HBV/HIV) o con sindromi metabohie,(NAFLD) o con altre

malattie croniche del fegato.
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Discussione
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PROGETTO IN CORSO

INTRODUZIONE

Attualmente sono in corso diversi studi che hanmmne scopo capire il

meccanismo molecolare attraverso il quale i polfieor, selezionati per costruire
la “firma genetica” del CRS, influenzano la progiese della fibrosi nei pazienti
con HCV. Tra i piu studiati vi sono il “toll likeeceptor” 4 (TLR4), la “syntaxin
binding protein 5 like” STXBP5L e I' “antizime inbitor 1” (AZIN1)2. | “toll like
receptors” fanno parte di una classe di proteiree gibcano un ruolo essenziale
nellimmunita innata, essi sono deputati a ricomosde strutture molecolari di
proteine di agenti patogeni e innescare la rispostmunitaria innata. In
particolare TLR4 ¢ il recettore per il lipopolisacde batterico (LPS) il quale é
espresso sulle membrane di diversi tipi cellulasalg monociti, macrofagi, mast-
cellule, cellule mieloidi dendritiche e cellule Hepitelio intestinalé®.
Recentemente questo tipo di recettore e stato toemche nel fegato in
particolare nelle cellule di Kuppfer e molto inagp@amente nelle cellule stellate.
Recenti studi hanno dimostrato che il segnalegiosta inflammatoria innescato
dalle HSC in risposta all'LPS, e ad altri ligandi @LR4, sembra essere
estremamente efficace nell’ottenere una rispodtaodenica elevata. Questo
effetto avviene attraverso la “down” regolaziondlalgroteina morfogenetica
dellosso (BMP) e BAMBI (activin membrane-bound iiitor), un soppressore
transmembrana del fattore di crescita trasformpbtelf GFB1), considerata la piu
importante citochina fibrogenica nel fegato. Questperta concorda con
I'evidenza che specifici polimorfismi a singolo hewtidi di TLR4 contribuiscono
a modificare la velocita della progressione di d#y fornendo cosi un
collegamento tra marcatore genetico e patogendisi mhalattid’. AZIN1 non &
stato ancora ben caratterizzato ma alcuni studndhavidenziato un’omologia
elevata con I'oncogene “ornithine decarboxylaseD(@) la quale viene legata da
AZIN1 che ne inibisce lattivita e ne promuove l&gdadazione ubiquitina
indipendente. AZIN1 e quindi considerato un sopgwes tumorale, che gioca un
ruolo fondamentale nella proliferazione e mortdutate’. STXBP5L invece &
implicato nel traffico vescicolare e nel processocesocitosi e potrebbe essere
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coinvolto nella replicazione di HCV nel fegato edirettamente nella fibrosi
epatica promuovendo un ambiente ottimale per licagione viralé?.
Recentemente & stato pubblicato uno studio condiztd® et al dove viene
eseguita una mappatura dettagliata e vengono don@st di associazione
genetica delle regioni sopra citate, allo scopoidéintificare geni o elementi
regolatori in “linkage disequilibrium” (LD: associ@ne non casuale di alleli in
due o piu loci) con i polimorfismi originali appartenti al CRS. In questo modo
sono stati identificati 15 e 27 polimorfismi a sahg nucleotide supplementari
appartenenti rispettivamente a TLR4 e STXBP5L chestmavano una forte
associazione con la progressione della fibrosil'&wallisi multivariate € emerso
che solo tre SNPs per ogni regione analizzatalellamkage diseqilibrium” tra
loro e uno di questi fa parte dei polimorfismi an@i considerati nel CRS. Questi
SNPs mostravano una forte associazione con lasfibndipendentemente dagli
altri due considerati. Sono poi stati analizzati gplotipi costituiti dai tre
polimorfismi selezionati come possiamo vedere nelleelle 8 e 9 c’e una forte
associazione statistica tra aplotipi e progressdiridbrosi sia per quanto riguarda
il gene TLR4 che STXBP5L.

Numero| Aplotipo | Rs Rs Rs Frequenzal FrequenzaP-aplotipo| P-globale
aplotipo 960312 4986791| 11536889 casi controlli

1 ACG A C G 0.676 0.623 |0.11 3.04E 05
2 ACC A C C 0.141 0.194 |3.15E 02

3 ATG A T G 0.034 0.096 |1.63E 04

4 GCG G C G 0.148 | 0.086 |7.20E 03

Tab 8: Associazione degli aplotipi della regioneRBLcon la progressione di fibrosi.
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Numero| Aplotipo | Rg Rs Rs Frequenzal Frequenzal P-aplotipo | P-globale
aplotipo 960312 4986791 11536889|  casi controlli

1 TGT T G T 0.746 0.702 0.11 4.49E_06
2 TGC T G C 0.107 0.186 1.62E_03

3 CGT C G T 0.027 0.067 8.93E_03

4 TAT T A T 0.118 0.045 4.93E_04

Tab 9: Associazione degli aplotipi della regioneX8P5L con la progressione di fibrosi.

L’evidenza statistica riportata in questo studimbea essere piuttosto forte, anche
se non ai livelli di altri studi di associazionengenica. Questo perché il numero di
pazienti analizzabili che ha questo tipo di datnicl sono limitati & quindi
necessario espandere la corte di studio e appriogotidnalisi anche degli altri

polimorfismi appartenenti al CRS originale.

SCOPO DEL LAVORO

Anche guesta seconda parte dello studio & stathiasio collaborazione con
Celera. Lo scopo é stato quello di definire piutagtatamente le varianti
genetiche che influenzano la progressione delleodib In particolare, abbiamo
analizzato, oltre ai 7 polimorfismi costituentiGRS, altri sette SNPs (SNPs non
CRS) appartenenti ai 365 polimorfismi selezionaionstudio di Huang et al. e
suggeriti dai nostri collaboratori: DDX5 rs199140UTTP rs3816873, TLR4
rs960312, TLR4 rs11536889, STXBP5L rs35827958, SHXB rs2169302,
PNPLA3 rs738409.

Visti i recenti risultati ottenuti da Li et al. A@mo inizialmente focalizzato la
nostra attenzione sullo studio di due regioni imtipalare: TLR4 e STXBPS5L,
andando ad analizzare gli aplotipi nella nostraistaa al fine di trovare i

marcatori maggiormente associati alla progressiatia fibrosi.
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MATERIALI E METODI

Genotipizzazione dei 7 SNPs non CRS mediante Reahie PCR

Sui 271 pazienti analizzati nel lavoro precedentest@a condotta un’ulteriore
genotipizzazione di 7 polimorfismi addizionali angolo nucleotide: DDX5
rs1991401, MTTP rs3816873, TLR4 rs960312, TLR4 586889, STXBPS5L
rs35827958, STXBP5L rs2169302, PNPLA3 rs738409. lreazioni di
genotipizzazione sono state condotte mediante Res PCR utilizzando '’AB7500
(Applied biosystem) Tutte le reazioni sono stafetefate in un volume totale di 26
contenente ~10 ng di DNA genomico, 10x AmpliTaq dGblffer a concentrazione
finale 1x, dNTPs (5mM AGC, 5mM dUTP) 20081/400uM, 25mM MgC} 2.5mM,
20x Syber Green 0.2x, 200x ROX 1x,UNG (8U/ul) 4lRATagGold (5U7ul) 5U.
Per ogni polimorfismo Celera ci ha fornito di duemger specifici per i due diversi
alleli e un primer comune che abbiamo usato adcemaentrazione di 10 pmoli. Le
condizioni d’amplificazione utilizzate sono: 2 man50°C, 10 min a 95°C poi per 45
cicli: 15 sec a 95°C, 1 min a 60°C.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Oltre alla genotipizzazione degli SNPs appartera@RS, abbiamo analizzato altri 7
SNPs addizionali: DDX5 rs1991401, MTTP rs3816873R% rs960312, TLR4
rs11536889, STXBP5L rs35827958, STXBP5L rs21693BRPLA3 rs738409
(definiti SNPs non-CRS). Lo scopo € quello di tm@valtri marcatori, magari piu
fortemente associati, per cercare di migliorarpridittivita del test. Nel frattempo e
stato pubblicato uno studida Li ef® al in collaborazione con Celerche ha
evidenziato in pazienti con CHC, la forte associaei con la fibrosi epatica di 3
aplotipi appartenenti ai geni TLR4 e STXBPS5L. Camb quindi focalizzati
nell'analisi statistica di queste varianti di agdonei nostri pazienti . Dati preliminari
indicano che anche nella nostra casistica gli gpleia per TLR4 che per STXBP5L
risultano significativamente associati alla progrese della fibrosi. Tuttavia quando
vengono presi in considerazione tutti i soggettliazati solo due dei tre aplotipi,
risultati significativi nel lavoro di Li, lo rimar@apno anche nel nostro. Mentre
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prendendo in considerazione ancora una volta sp&zienti maschi la significativita

viene raggiunta da tutti e tre gli aplotipi. (Ta)1

Aplotipi TLR4 Progressori Non Progressori P vaule
ACG  Tutti i pazienti 0.555 0.559 N.S.
Solo maschi 0.601 0.554 N.S.
ACC  Tutti 0.189 0.239 N.S.
maschi 0.118 0.346 <0.01
ATG Tutti 0.039 0.088 <0.01
maschi 0.041 0.091 <0.01
GCG  Tutti 0.217 0.114 <0.01
maschi 0.240 0.090 <0.01

Tab 10: Associazione statistica degli aplotipi HRP con la progressione della fibrose in
base al sesso.

La differenza tra i due sessi si nota ancora dipiando si considerano gli aplotipi
per STXBP5L.

Aplotipi STXBPSL  Progressori  Non Progressori P vaule

TGT  Tutti 0.511 0.502 N.S.
maschi 0.451 0.553 <0.01
TGC  Tutti 0.300 0.347 N.S.
maschi 0.310 0.322 <0.01
GCT  Tutti 0.021 0.058 <0.01
maschi 0.098 0.041 <0.01
TAT  Tutti 0.166 0.145 N.S.
maschi 0.141 0.084 <0.01

Tab 11 Associazione statistica degli aplotipi di STXBP8hn la progressione della

fibrose in base al sesso.
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Possiamo infatti notare dalla tabella 11 che quaweltgono considerati tutti i
pazienti, solo un aplotipo raggiunge la significadi statistica.

Mentre viene raggiunta in tutte e tre le variasaminando solo i pazienti maschi.
Da notare che nella nostra casistica uno dei tiaippdi STXBP5L che risultano
associati alla progressione della fibrosi € divedsoquello proposto nel lavoro
originale di Li. Sono stati poi confrontati | pamie che presentano la
combinazione dei due aplotipi piu fortemente asgoclla malattia (GCG per
TLR4 e CGT per STXBP5L) e pazienti aventi gli agohon significativi (ACG
per TLR4 e TGC per STXBP5L). Da questa associazémenerso che i primi
presentano un Odd Ratio di 12.71 rispetto ai cdintnoostrando quindi una
probabilita di sviluppare cirrosi notevolmente illa rispetto agli altri pazienti.
Questi risultati preliminari avuti dall'analisi d@lplotipo di alcune regioni
cromosomiche sembrano essere incoraggianti, etasone con la progressione
della malattia, nei pazienti maschi, sembra essawora piu forte del CRS
originale. | dati finora trovati sono supportaticae da recenti evidenze emerse in
studi di meccanismi molecolari. Come ho spiegatopmecedenza, TLR4 &
localizzato, sorprendentemente, anche sulla sepedelle HSC. Lattivazione di
guesto recettore porta allaumento di T@E attraverso la down regolazione di
BAMBI, un inibitore del pseudorecettore per TGE, con conseguente aumento
di fibrogenesi.). | polimorfismi T3991 e/o D299Gs#986791 e rs4986790
rispettivamente) conferiscono una piu ridotta respota di TLR4 al LPS e agli
altri suoi ligandi, attenuando cosi la down regmae di BAMBI e diminuendo
conseguentemente I'accumulo di fibf8sPer quanto riguarda STXBP5L invece
l'ipotesi e che il polimorfismo causi un aumentaspressione della proteina
creando un luogo ideale per la replicazione vifale

Sono attualmente in corso ulteriori analisi stetie multivariate per verificare la
predittivita di tali aplotipi anche in presenzaattii cofattori clinici. Oltre a questo
stiamo valutando [I'associazione con la fibrosi degltri polimorfismi
genotipizzati cosi da ottenere ulteriori marcag@netici da aggiungere a quelli

gia analizzati.
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