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Il carcinoma epatocellulare: epidemiologia e meccanismi

molecolari

Il carcinoma epatocellulare (CE) € uno dei piu diffusi tumori
maligni al mondo e rappresenta la terza causa di morte per
cancro. La sua incidenza ¢ di oltre 500.000 nuovi casi 1’anno
(1).

La sua distribuzione mondiale risulta variabile, ed ¢ dovuta a
fattori ambientali, fattori alimentari ed, in misura minore,
anche a fattori genetici e razziali (2, 3). Le aree ad alta
incidenza sono rappresentate dall’ Africa Subsahariana, I’Est e
il Sud-Est asiatico, dove la sola Cina presenta piu del 50% dei
casi. Le aree a bassa incidenza comprendono 1’Europa
Settentrionale e Occidentale, 11 Nord America e 1’Australia.
Negli ultimi anni si € rilevato comunque un aumento di casi di
CE anche in FEuropa Occidentale e Stati Uniti,
presumibilmente in seguito all’incremento dell’incidenza di
epatite cronica da virus C.

I principali fattori di rischio che portano all’insorgenza
dell’epatocarcinoma, sono molteplici e includono infezioni
croniche da virus dell’epatite B (HBV) e C (HCV), cirrosi
epatica di varia origine, intossicazioni dovute alla tossina
epatotossica aflatossina Bl prodotta dal fungo Aspergillus
Flavus (contaminante alimentare), (4, 5) e assunzione di
androgeni ad alte dosi. L’abuso di alcool puo, a sua volta,
essere un fattore promovente in quanto pud condurre alla
cirrosi, che puo frequentemente evolvere a CE. Un altro fattore

di rischio ¢ rappresentato da malattie metaboliche ereditarie,
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come I’emocromatosi, la deficienza di antitripsina a-1, il
morbo di Wilson e alcune porfirie, anch’esse in grado di
evolvere a cirrosi ed eventualmente a CE. L’obesita e il
diabete possono portare ad una condizione di steatoepatite non
alcolica, processo morboso considerato un ulteriore fattore di
rischio per I’insorgenza del carcinoma epatocellulare (3).
Considerata la maggiore incidenza riscontrata nella
popolazione maschile, anche I’attivita ormonale potrebbe
essere considerata un fattore di rischio (3).

Da studi epidemiologici ¢ noto che il tumore epatico umano,
nella maggior parte dei casi, viene diagnosticato in uno stadio
ormai avanzato, quando il decorso della malattia € quasi
sempre caratterizzato da un rapida e fatale conclusione. Le
nuove tecniche di indagine diagnostica attualmente
rappresentano un vantaggio nel determinare un intervento
sempre piu tempestivo ed efficace. Lo studio dei fegati rimossi
dai pazienti che hanno subito il trapianto ha dato I’opportunita
di identificare e analizzare lesioni precancerose e piccoli
tumori, consentendo 1’individuazione di alterazioni molecolari
sempre piu caratteristiche e precoci. I notevoli progressi nella
biologia molecolare del carcinoma epatocellulare hanno
definito alcuni eventi implicati nella trasformazione maligna
del fegato e reso possibile 1’identificazione di varie alterazioni
molecolari che possono determinare lo sviluppo ¢ la
progressione di questa neoplasia. L’epatocancerogenesi ¢ un
processo multifasico lento, meno definito rispetto ai processi
evolutivi di altri tipi di tumore, esso ¢ caratterizzato da

modificazioni genetiche ed epigenetiche che inducono gli
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epatociti a sviluppare un fenotipo maligno. Le principali fasi
temporali che intercorrono nell’epatocancerogenesi
sperimentale sono tre: (I) fase d’inizio, (II) fase preneoplastica
(preclinica), (III) fase sintomatica (clinica), caratterizzate
ciascuna dalla progressiva comparsa di alterazioni molecolari.
Una tale successione temporale ¢ confermata da indagini

epidemiologiche anche nel carcinoma epatico umano.

Fase Fase Fase
molecolare preclinica clinica (sintomatica)
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Durante la fase iniziale, 1 diversi agenti eziologici causano
danni al DNA delle cellule epatiche, stimolandone morte e
rigenerazione. Il continuo alternarsi di processi distruttivo-
rigenerativi potrebbe portare a una crescita cellulare
incontrollata e veloce che a sua volta aumenta notevolmente le
probabilita di danni a livello genetico e diminuisce I’efficienza
della riparazione di eventuali danni al DNA. Questi fenomeni
aumentano le possibilita che alcune anomalie non riparate
vengano fissate e quindi trasmesse alla progenie cellulare,
dando origine a linee di cellule alterate e all’insorgenza di
lesioni permanenti che nel tempo possono evolvere in
neoplasia. Durante lo stadio preneoplastico, il fegato diventa la

sede di epatiti croniche o di cirrosi, o di entrambe, e la

Pier Luigi Tilocca

Ruolo del gene yap e della via yap/ctgf nel corso della cancerogenesi epatica nel ratto e nell’uomo.
Tesi di dottorato in Scienze Biomediche con indirizzo in Epidemiologia Molecolare dei tumori
Universita degli Studi di Sassari



proliferazione degli epatociti, ormai modificati, ¢ accelerata
dall’elevata induzione delle vie fitogeniche (6, 7). Tali lesioni
epatiche, sono caratterizzate dalla formazione di noduli
iperplastici con normali caratteristiche istologiche ma
circondati da estesi depositi di collagene. Tali lesioni possono
andare incontro a reversione fenotipica o evolvere in noduli
displastici. Nei noduli displastici, gli epatociti sono
caratterizzati da accumulo di lipidi e glicogeno nel citoplasma
(cellule chiare), da alterazioni del numero di nuclei per unita
d’area e da una marcata e crescente instabilita genomica.

I noduli displastici possono evolvere in epatocarcinoma e
acquisire eventualmente la capacita di invadere lo stroma
fibroso circostante ed 1 vasi, estrinsecando il loro elevato

potenziale metastatico (6).
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Alcuni studi eseguiti su pazienti positivi per il virus
dell’epatite C (HCV) hanno dimostrato che lo sviluppo del CE
richiede circa 10 anni dalla diagnosi di cirrosi e circa 30 anni
dall’esposizione al virus (8). La sequenza temporale delle

alterazioni non ¢ stata ben definita per gli altri fattori di rischio,
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ma una simile cronologia di eventi potrebbe essere applicabile
ai processi degenerativo-tossici provocati dall’alcool.
L’epatocancerogenesi pud quindi essere legata all’accumulo di
alterazioni genomiche di origine genetica ed epigenetica, che
possono poi causare alterazioni delle vie di trasmissione e
quindi la sregolazione di importanti vie metabolico-funzionali
degli epatociti.

Mediante analisi effettuate con la tecnica del microarray si €
osservato che molti geni, compresi quelli espressi in maniera
specifica negli epatociti differenziati, sono espressi a bassi
livelli nei CE umani rispetto a campioni di fegato non
tumorale. La riduzione dell’espressione di geni epato-specifici
¢ associata ad una perdita della capacita di differenziare delle
cellule cancerose durante la progressione tumorale (9, 10). Cio
suggerisce che un’elevata capacita di proliferazione ¢ favorita
da una iper-regolazione dei geni responsabili del controllo
della crescita cellulare.

Mediante analisi del cariotipo e della perdita di eterozigosi
(LOH) si sono osservate amplificazioni del DNA nelle braccia
dei cromosomi 1q, 8q e 20q, e perdita di DNA alle braccia 1p,
4q, 8p, 16q e 17p (10)

Le aberrazioni cromosomiche identificate nel CE hanno una
diversa componente eziologica e sono piu frequenti nei tumori
associati a virus dell’epatite B che non a quelli associati a virus
dell’epatite C (11), essi comunque rappresentano sempre un
evento tardivo.

L’analisi molecolare del CE ha portato all’individuazione di

numerose alterazioni genetiche ed epigenetiche a carico di
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oncogeni e di soppressori tumorali (13) quali p53, p16INK4A,
B-catenina ¢ Rb (6). E’ stato dimostrato che i1 geni c-myc e
Ciclina D1 sono frequentemente iper-espressi nei CE umani
(14, 15, 16) e ricerche eseguite su topi transgenici “c-myc” e
topi doppi transgenici “c-myc/TGF-a” confermano il ruolo
svolto da questi geni nel promuovere la proliferazione
cellulare e lo sviluppo neoplastico (14).

Per quanto riguarda le alterazioni genetiche, [’analisi di
epatocarcinomi correlati con HBV ha mostrato un’elevata
frequenza di mutazioni a carico dell’oncosoppressore p53 in
soggetti caratterizzati da uno stadio avanzato della malattia
rispetto a coloro che presentano lesioni negli stadi iniziali. Nei
CE associati ad infezione cronica da HBV ¢ stato osservato
che la proteina HBx, prodotta dal virus, lega direttamente p53
inibendo la sua attivita pro-apoptotica (17, 4). Il potenziale
epatocancerogeno di tale proteina ¢ stato dimostrato in topi
transgenici HBx, il 90% dei quali sviluppava CE. Nel caso di
epatocarcinomi correlati ad HCV ¢ stato dimostrato che una
proteina non strutturale del virus, NS5A, ¢ in grado di legare
p53, impedendo il suo accesso all“interno del nucleo (18).
Negli abitanti delle regioni dove la causa principale
dell’insorgenza della neoplasia ¢ rappresentata dalla
contaminazione del cibo da parte dell’aflatossina B,
I’inibizione di p53 si manifesta invece negli stadi iniziali della
malattia. Ci0 sta ad indicare I“importanza della soppressione di
p53 nello sviluppo del CE in quanto questo meccanismo
faciliterebbe il potenziale proliferativo in un contesto piu

ampio di danno al DNA, contribuendo all’instabilita genomica.
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Le alterazioni epigenetiche, possono indurre cambiamenti
ereditabili o no nella metilazione del DNA e modificazioni
degli istoni che modulano 1’espressione dei geni ma che non
implicano cambiamenti nella sequenza primaria del DNA (19).
E’ stato dimostrato che gli epatocarcinomi umani sono
caratterizzati da aberranti patterns di metilazione del DNA.
Metilazione aberrante ¢ stata osservata sia negli stadi iniziali
sia in quelli tardivi del processo di tumorigenesi. Per esempio,
¢ stata osservata ipermetilazione del DNA nell’epatite cronica
e nella cirrosi (20). Si osserva ipermetilazione a carico di vari
geni tra 1 quali COX-2 (cicloossigenasi 2), E-caderina e
pl6INK4A. L’inattivazione di pl6INK4A, in seguito a
ipermetilazione del suo promotore ad esempio, impedisce
I’arresto  del ciclo cellulare in fase G1 favorendone
un’incontrollata progressione.

Inoltre ¢ stato dimostrato che durante il processo di
epatocancerogenesi, numerose vie di segnale risultano alterate.
Una delle vie maggiormente studiate e caratterizzate ¢ la via di
trasduzione di RAS, implicata nel controllo dell’apoptosi, della
crescita cellulare e della differenziazione. L’induzione di Ras
determina 1’attivazione di una serie di effettori a valle (Raf,
Mek 1/2, Erk 1/2) con conseguente attivazione trascrizionale
di bersagli nucleari quali c-Fos, c-Jun e c-Myc. Negli
epatocarcinomi umani si ¢ osservata iperespressione di Ras
associata all’inattivazione degli inibitori dei suoi effettori. E’
stata dimostrata ad esempio I’inattivazione di RKIP (Raf
kinase inhibitory protein), gene che inibisce la fosforilazione e

quindi I’attivazione di Mek 1/2, ¢ DUSPI1 (Dual specificity
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phosphatase 1), inibitore di Erk 1/2 (Extracellular signal-
regulated kinase). Altri importanti effettori di Ras sono
RASSF1A (Ras associated factorl) e NOREIA (Novel Ras
effectorl). Tali proteine possono contrastare 1attivita di Ras
inducendo effetti proapoptotici. Negli epatocarcinomi umani,
come nel tumore al polmone, al pancreas e al colon-retto, ¢
stata dimostrata ipermetilazione e perdita di eterozigosi a
carico dei promotori dei geni di RASSF1A e NORE1A (21).
La perdita dell’espressione degli inibitori di Ras nei CE umani
fa si che venga promossa un’incontrollata crescita cellulare.

La via di segnale Wnt riveste un ruolo importante nel controllo
dello sviluppo embrionale e della proliferazione cellulare; in
un contesto patologico essa svolge un ruolo chiave nello
sviluppo e nella differenziazione tumorale. In assenza del
segnale Wnt, la B-catenina, suo principale effettore, viene
catturata dal complesso proteico APC (Adenomatous
polyposis coli)/Axinal/GSK3 (Glycogen synthase kinase 3[3)
che ne favorisce la degradazione proteasomica . Quando Wnt
si lega al suo recettore, la trasmissione del segnale a livello
citoplasmatico fa si che venga soppressa ’attivita di GSK3p,
stabilizzando la B-catenina. In questo modo la proteina migra
nel nucleo dove lega 1 fattori di trascrizione LEF1/TCF e attiva
1 geni bersaglio, quali c-myc e ciclina D1. Essa interagisce a
livello citoplasmatico con la E-caderina favorendo 1“adesione
cellula-cellula. Nei CE umani sono state riscontrate numerose
mutazioni a carico dell’esone 3 del gene della B-catenina; tali
mutazioni proteggono la B-catenina dalla degradazione e ne

favoriscono I’accumulo a livello nucleare, alterando le normali
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interazioni cellula-cellula e favorendo la proliferazione e lo
sviluppo di fibrosi e cirrosi. E’ stato inoltre osservato che gli
epatocarcinomi umani con elevata instabilitd genomica
mostrano bassi livelli di mutazioni a carico della B-catenina.
Inoltre, nel 5-10% dei CE umani sono state osservate
mutazioni a carico di Axina 1 e iperespressione del ligando
Wnt e del suo recettore.

La via JAK/STAT partecipa alla regolazione delle risposte
cellulari alle citochine ed ai fattori di crescita, e gioca un
importante ruolo in alcuni processi cellulari come la
differenziazione, la proliferazione e 1’apoptosi (22). La
trasduzione del segnale generato dall'attivita delle citochine e
dei fattori di crescita e mediato dalle proteine JAK e STAT,
induce una risposta intracellulare, modificando I'espressione
genica.

Le proteine STAT 3 e 5, presenti in forma inattiva nel
citoplasma, si attivano in seguito alla fosforilazione mediata da
JAK o dai recettori ad attivita tirosin-chinasica dei fattori di
crescita. Una volta attivate, STAT 3 ¢ 5, entrano nel nucleo
dove agiscono come fattori di trascrizione. Nelle cellule
normali 1“attivazione delle proteine STAT ¢ transiente e sotto
rigoroso controllo. Nei tumori a causa dell’inattivazione di
inibitori specifici di STAT (SOCS 1-3) si ha una mancata
modulazione del segnale che, divenendo attivato in modo
costitutivo, provoca uno sbilanciamento di  fattori
antiapoptotici e pro-apoptotici quali Bcl-x, ciclina D1 e D2,

Mcl-1 etc (23).
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In base a studi su modelli di topi transgenici TGF-a
(Transforming growth factor-o, membro della famiglia EGF) ¢
stato dimostrato il coinvolgimento della famiglia dei recettori
tirosin-chinasi ErbB (ERBBI1-4) nell’epatocancerogenesi.
L’iperespressione di ERBBI ¢ stata osservata nel 68% dei CE,
ERBB2 nel 21%, ERBB3 nel 84% e¢ ERBB4 nel 61%.
L’iperespressione di ERBB1 e ERBB3 ¢ correlata a un
fenotipo tumorale piu aggressivo.

Oltre alle vie sopracitate, nel corso dell’epatocancerogenesi
risultano alterate altre vie come la via di segnale della 3-
fosfoinositolo cinasi (PI3K) e di mTOR (PI3K/AKT/mTOR),
del fattore di crescita degli epatociti e del fattore di transizione
mesenchimale-epiteliale, la via Hedgehog e del segnale

apoptotico.
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‘ Cytokings, growtn tactors ‘

Apoptosis
nuclear
affectors

La classificazione degli epatocarcinomi umani ¢ essenziale per
la comparazione tra i differenti studi ed i vari trials terapeutici.
Esistono, a questo proposito, vari protocolli di classificazione
internazionali:

classificazione di Okuda

classificazione TNM

classificazione CLIP

classificazione BCLC

classificazione Child-Turcotte-Pugh (CTP)
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Okuda Staging?

Negative: Positive: Stage:
Tumor size =<50% of liver =50% of liver I: No positive factors
Ascites Absent Present 1I: 1-2 positive factors
Bilirubin <3 mg/dL =3 mg/dL llI: 3—4 positive factors
Serum albumin =3 g/dL <3 g/dL

Child-Turcotte-Pugh (CTP)

1 Point: 2 Points: 3 Points: Class:
Encephalopathy None Grade -1 Grade [V A 5-6pts
Bilirubin (mg/dL) =2 2-3 =3 B 7-9pts
PT/INR <1.7 1.71-2.20 =2.20 C 10-15 pts
Ascites Mone Controlled Refractory
Albumin (g/L) =35 28-35 <28

BCLC Staging and correlation with Okuda Staging

Stage: PS: Tumor stage: Okuda: pH: Bilirubin: Classification:
Al 0 single I No Normal Very early
A2 0 Single | Yes Normal Early
A3 0 Single I Yes Altered
Ad 0 3 % <3 cm - Yes Altered
B 0 =5 cm or multinodular -1l Intermediate
Cc 1-2 Vascular invasion - Advanced
D 3-4 Any stage n Terminal

CLIP Staging?

Portal vein
Points: CTP: Tumor morphology: AFP: thrombosis:
0 A Uninodular =50% of liver <400 ng/dL No
1 B Multinodular =50% of liver =400 ng/dL Yes
2 C Massive =50% of liver

CLIP, Cancer of the Liver Italian Program; PH, portal hypertension; PS, performance status; PT, prothrombin time; INR, international normalized
ratio.

“Median survival without therapy: Stage |: 8.3 years, Stage II: 2 years, Stage Ill: 0.7 years.

The median survival is 36, 22, 9, 7, and 3 months for total CLIP points of 0, 1, 2, 3, and 4 to 6, respectively.

Il protocollo raccomandato per la classificazione del grading
istologico ¢ lo schema di Edmonson e Steiner (24), che utilizza

quattro gradi:

G1: ben differenziato
(G2: moderatamente differenziato
G3: scarsamente differenziato

G4: indifferenziato

D'altra parte, va evidenziato che per il carcinoma
epatocellulare, non ¢ stata stabilita alcuna correlazione
definitiva tra prognosi e grado istologico. I diversi tipi di

modello di crescita dei carcinomi epatocellulari sono stati
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associati a un rischio variabile di diffusione intraepatica ed

extraepatica (25).

Modelli di ratto nello studio della cancerogenesi epatica

Le difficolta nello studiare la sequenza degli eventi precoci che
portano allo sviluppo del CE nell’uomo rendono necessario
condurre gran parte degli studi su modelli animali. La
difficolta di una diagnosi precoce e la mancanza di terapie
efficaci fanno si che I’epatocarcinoma umano sia una
neoplasia a prognosi infausta con breve sopravvivenza media
del paziente, spesso ridotta a meno di tre anni dalla diagnosi.
Per una diagnosi piu precoce di tale neoplasia e per un
trattamento piu adeguato, ¢ necessario pertanto lo sviluppo di
validi modelli sperimentali di tumore epatico, nei quali
possono essere indagati 1 meccanismi molecolari coinvolti
nelle fasi precoci e tardive dell’epatocancerogenesi ed,
eventualmente, modificati attraverso 1’utilizzo di farmaci
antineoplastici.

Per studiare le varie fasi del processo di epatocancerogenesi
sono stati utilizzati differenti modelli sperimentali di
epatocancerogenesi chimica nei roditori. Essi utilizzano uno
schema comune di inizio del processo mediante
somministrazione di un cancerogeno (fase di inizio), seguito
da trattamenti di stimolazione della crescita (fase di
promozione) che inducono I’espansione clonale degli epatociti

iniziati dal cancerogeno.
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La stimolazione della crescita ¢ essenziale per l'espansione
clonale delle cellule iniziate, durante la fase di promozione, ¢
la successiva progressione verso il cancro. Tra 1 vari agenti
promoventi si ha il fenobarbitale, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
diossina, idrocarbonio clorinato, proliferatori dei perossisomi,
e altri (26). I promotori presentano numerose caratteristiche in
comune quali: la reversibilita dei loro effetti, la sensibilita a
fattori ormonali o alla dieta, una soglia dose-risposta
misurabile, la capacita di espandere la popolazione delle
cellule iniziate, etc. (27). Le cellule iniziate evolvono in foci di
epatociti ad alterata attivita enzimatica (FAH), che possono
formare foci e noduli con un diametro inferiore a 0,2 cm. La
maggior parte dei FAH sono positivi per 1’isoforma placentale
del glutatione-S-transferasi 7-7 (GST 7-7) e meno
frequentemente per 1“enzima y-glutamil transpeptidasi. Altre
caratteristiche comuni sono un’aumentata espressione di
glucosio-6-fosfato deidrogenasi, una diminuita espressione di
glucosio-6-fosfatasi e ATPasi, e una riduzione nel contenuto di
ferro.

In seguito alla sospensione del trattamento con 1 promotori,
alcuni FAH e noduli precoci tendono a sparire con un processo
chiamato rimodellamento o reversione fenotipica (28).
L’ apoptosi ¢ in parte responsabile di questo meccanismo, che
pud anche essere indotto da wun ridifferenziamento
(presumibilmente non terminale) delle cellule preneoplastiche,
con una graduale reversione del loro fenotipo.

La fase successiva: la progressione dell’epatocancerogenesi ¢

irreversibile ed ¢ associata con 1“accumulo di danno genomico
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e maggiore instabilitd. Questo fenomeno puo essere favorito
dalla somministrazione di un cosiddetto “progressore” (29), un
composto genotossico che induce ulteriori danni al DNA. Nel
nostro laboratorio per indurre 1’epatocancerogenesi nei ratti
abbiamo utilizzato il protocollo di Solt e Farber o "modello
dell'epatocita resistente" (resistant hepatocyte model, RH), nel
quale 1 fenomeni precedentemente descritti sono ben
caratterizzati.

Lo sviluppo del carcinoma epatico nel ratto, indotto col
metodo di Solt e Farber, ¢ un processo comprendente 3 fasi
principali:

1. Inizio, fase indotta dalla somministrazione del cancerogeno
e dalla sua interazione con le macromolecole bersaglio.

2. Promozione, fase durante la quale si osserva lo sviluppo di
numerosi foci preneoplastici e, in seguito, di noduli precoci,
grazie allazione di agenti promuoventi.

3. Progressione, fase durante la quale le Ilesioni
preneoplastiche assumono caratteristiche di malignita, come la

capacita di crescita autonoma.

L’utilizzo del protocollo di Solt e Farber ha permesso
I’individuazione di due ceppit di ratto filogeneticamente
distanti tra loro e diversi nella capacita di attivare o disattivare
cancerogeni ¢ di formare addotti con il DNA: i ratti Fisher
(F344) suscettibili allo sviluppo di epatocarcinomi indotti
chimicamente e i ratti Brown Norway (BN) resistenti alla
cancerogenesi indotta utilizzando lo stesso protocollo

sperimentale (30) I ratti BN sono portatori di geni della
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resistenza, che interferiscono con gli stadi di promozione e di
progressione, determinando una scarsa capacita delle lesioni
preneoplastiche ad evolvere in adenomi e carcinomi. Da
incroci tra 1 due ceppi di ratto si € osservato che gli alleli
resistenti sono trasmessi in maniera dominante alla progenie e
modificano l'attivita dei loci di suscettibilita (31). Queste
osservazioni suggeriscono che i meccanismi che controllano la
crescita cellulare sono influenzati in maniera differente nelle
lesioni epatiche dei ratti suscettibili e resistenti.

Le lesioni preneoplastiche precoci possono andare incontro a
rimodellamento  oppure evolvere andando incontro a
progressione neoplastica. Durante 1l rimodellamento si verifica
la progressiva scomparsa di almeno alcune anomalie
fenotipiche caratteristiche del tessuto preneoplastico e
neoplastico, che possono tuttavia riacquistare velocemente
capacita di crescita in seguito all’applicazione di un nuovo
stimolo promovente. Nei ratti BN, resistenti
all’epatocancerogenesi, soltanto alcuni noduli precoci, su
centinaia presenti, sono in grado di evolvere lentamente a
carcinomi epatocellulari. Questa osservazione sperimentale
sottolinea dunque il fatto che una gran parte di noduli va

incontro a rimodellamento.
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Schema illustrante la differente suscettibilita dei ceppi di ratto BN ed F344
alla cancerogenesi epatica indotta secondo il modello dell’epatocita
resistente. La somministrazione del cancerogeno induce la formazione di
cellule iniziate in entrambi i ceppi, ed in numero lievemente maggiore nel
ceppo resistente BN. Tuttavia, alla sospensione dello stimolo promovente la
crescita (rappresentato dall’epatectomia parziale), le cellule iniziate, indotte
nel ceppo BN, vanno incontro a rimodellamento, mentre le cellule iniziate
del ceppo suscettibile F344 continuano a proliferare e conducono allo

sviluppo di lesioni preneoplastiche e neoplastiche.

I noduli epatici che sono in grado di procedere nel loro
sviluppo, in assenza di stimolo promovente, vanno invece
incontro alla fase di progressione e possono evolvere a CE.
Diversi studi hanno evidenziato che 1 meccanismi molecolari
alla base della suscettibilita o della resistenza nei due ceppi di
ratto, ripercorrono piuttosto fedelmente le alterazioni
evidenziate nei CE umani (32). Pertanto 1’analisi dei due
modelli di tumore epatico di ratto puo rappresentare un valido

ed utile sistema per lo studio dell’epatocarcinoma umano, esso
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permette 1’identificazione dei geni che potrebbero essere
bersaglio della  terapia genica nei primi stadi
dell’epatocancerogenesi, consente di mappare dei geni di
suscettibilita, per definire il modello genetico responsabile di
un maggior rischio di CE, e pud permettere di esaminare i
meccanismi effettori dei geni di suscettibilita tumorale.

La mappatura dei diversi geni della suscettibilita e della
resistenza all’epatocancerogenesi, in topi e ratti indica dunque
che essi controllano la crescita, la progressione e Ila
ridifferenziazione di lesioni preneoplastiche e neoplastiche e
indicano una predisposizione ereditaria al CE, come ¢ anche
suggerito dall’epidemiologia del CE umano (33). Nei noduli
neoplastici e nei CE dei ratti geneticamente suscettibili F344 si
ha I’iperespressione dei geni c-myc, Cyclin DI, E ed A e di
E2f1 associata all’iper-fosforilazione di pRb, ma questo non si
verifica nelle corrispondenti lesioni dei ratti resistenti BN.
Inoltre Cdc37, Hsp90 e Crml che proteggono le chinasi del
ciclo cellulare dall’inibizione da parte di pl6INK4A, sono
iper-regolati nelle lesioni dei ratti F344, ma non in quelle dei
BN. In maniera interessante, sono stati trovati analoghi
cambiamenti anche nei CE umani, con un sottotipo di CE a
miglior prognosi (HCCB, con periodo di sopravvivenza del
paziente dopo parziale resezione chirurgica superiore a 3 anni)
somigliante ai CE dei ratti resistenti € un sottotipo a peggior
prognosi (HCCP, con periodo di sopravvivenza del paziente
dopo parziale resezione chirurgica inferiore a 3 anni) simile
alle lesioni dei ratti suscettibili. Inoltre, si € riscontrata una

maggior espressione di ERK nei noduli e nel CE dei ratti F344
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e dei CE umani a peggior prognosi, mentre ERK risulta solo
leggermente indotto nelle corrispondenti lesioni del ceppo BN
e nei CE a miglior prognosi (34).

La diminuzione della capacita di crescita e 1“aumento della
redifferenziazione delle lesioni preneoplastiche caratterizza il
ceppo di ratti resistente all’epatocancerogenesi.
Conseguentemente, studi sui meccanismi caratterizzanti
I“acquisizione di un fenotipo suscettibile o resistente
all’epatocancerogenesi nei ceppi di ratto, portando le lesioni
preneoplastiche differentemente inclini alla progressione in CE,
puo condurre alla scoperta di marcatori prognostici e bersagli

terapeutici per questa malattia dell’uomo.
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LA VIA DI TRASDUZIONE DEL
SEGNALE YAP/CTGF
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La via Hippo nella drosophila

Le alterazioni genetiche sono alla base di numerose patologie,
tra cui difetti dello sviluppo fetale e 1’insorgenza di neoplasie
nell’adulto. La letteratura scientifica ¢ costellata di studi, punto
di arrivo di lunghi percorsi, in cui la determinazione dei piu
intimi meccanismi alla base di una patologia origina dalla
identificazione delle alterazioni genetiche sottostanti. Tali
alterazioni riguardano spesso geni che regolano la crescita e
I’omeostasi tissutale. Con 1’avanzamento delle tecniche di
ricerca ¢ la messa a punto di nuovi strumenti ad alta
processivita per la identificazione di alterazioni geniche sono
stati scoperti numerosi geni e vie di segnale cruciali per lo
sviluppo dei tessuti, una delle quali ¢ la Hippo pathway o via
Hippo.

La via di segnale Hippo venne originariamente identificata
nella Drosophila mediante screening di geni coinvolti nella
crescita e proliferazione cellulare. Dei suoi componenti, fu
individuato per primo Wits, la cui delezione dava esito a
proliferazione cellulare autonoma e over-growth degli epiteli
(35, 36 ). Con la denominazione di Warts (o Wts, verruca) si
indica un fenotipo le cui cellule mutate, nelle larve, proliferano
drammaticamente nei dischi imaginali e si riproducono, negli
adulti, in agglomerati di cloni mitotici simili a verruche.
Successivamente sono stati identificati gli altri componenti
della via, anch’essi in dischi imaginali che esprimevano un
fenotipo simile. Tali componenti sono:

- Hpo, una kinasi del tipo ste20
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- Sav, una proteina contenente il dominio WW

- Mats, una proteina adattatrice

(36 - 43). Successivi studi biochimici hanno evidenziato come
queste proteine siano parte di una cascata chinasica
(Hpo/Savi/Mats//Wts): Hpo fosforila e attiva Wits (42), in
presenza di Sav e Mats che agiscono come proteine di
ancoraggio facilitando I’interazione tra Hpo e Wts. Hpo e Wts
sono entrambi Ser/Thr chinasi capaci di attivazione per
autofosforilazione (44, 45), benché Dattivazione di Wis sia
anche regolata dalla fosforilazione di Hpo. Inoltre Hpo puod
fosforilare Sav e Mats (42, 43), che a sua volta facilita
’attivazione e il legame di Wits.

La fosforilazione e I’attivazione sequenziali dei componenti
della via Hippo spiegano la somiglianza ma anche la
progressiva severita dei fenotipi mutanti. La delezione dei
componenti a valle - Wts - (downstream) da esito a fenotipi
simili ma piu severi che se la delazione avvenisse a carico
delle proteine a monte - Hpo o Sav - (upstream).
Hpo/Sav/Mats/Wts ¢ il core della cascata chinasica della via
Hippo. La sua funzione ¢ quella di percepire ¢ mediare la
traduzione dei segnali extracellulari al nucleo. Benché non sia
del tutto conosciuto quali sino tali segnali extracellulari in
condizioni fisiologiche, sono stati identificati alcuni regolatori
intracellulari a monte della cascata Hpo/Sav/mats/Wts, come
ad esempio il complesso Mer-Ex-Kibra (46 - 49), la proteina di

segnalazione Fat (50 - 54), e il complesso Lethal Giant Larvae

(Lgl) (55).
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Tra questi regolatori il piu importante pare essere Mer-Ex-
Kibra, dal momento che attiva la via Hippo attraverso la
fosforilazione sia di Hpo sia di Wts. Mer, Ex e Kibra hanno un
comportamento ridondante nel regolare la via Hippo e
ciascuno di essi puo funzionare indipendentemente dall’altro.
Ad esempio, nel caso dell’inibizione da contatto intercellulare,
la crescita cellulare si arresta quando la via Hippo ¢ attivata da
Ex, che a sua volta ¢ attivato dal legame con la proteina trans-
membrana Crb, mediante la sua omodimerizzazione tra due
cellule adiacenti (56 ).

Benché 1 componenti della  cascata  chinasica
Hpo/Sav/Mats/Wts abbiano la funzione di sopprimere la
crescita tissutale, nessuno di essi € un fattore di trascrizione
nucleare. Ricerche sui lieviti hanno consentito di identificare il
co-fattore di trascrizione nucleare Wts, il quale ¢ una proteina
che si lega in maniera dominante a Wis. Wis attivato puo
fosforilare Yki, e tale fosforilazione consente il legame tra Yki
e una proteina adattatrice, 14-3-3, a cui segue la ritenzione di
Yki nel citoplasma e la sua soppressione funzionale (57 - 59).
Se la traslocazione dal nucleo al citoplasma ¢ ritenuta essere
uno dei principali meccanismi regolatori della funzione di Yki,
¢ stato altresi dimostrato che Wes puo inibire Yki per mezzo di
un legame fisico (57). Questo riscontro spiega ulteriormente
perché la delezione di Wits determini un fenotipo piu severo
rispetto a quanto risulti dalla delezione degli altri componenti
della via. L’attivita di Yki puo anche essere soppressa dal
legame diretto proteina-proteina tra il suo dominio WW e una

sequenza ricca in prolina all’interno del motivo PPXY. Questo
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¢ messo in evidenza dall’associazione tra Yki e Ex, Kibra, Hpo
o Warts 1 quali hanno tutti un dominio PPXY (60, 61). Benche
siano stati identificati diversi upstream regulators della Via
Hippo, Yki ¢ finora I'unico effettore nucleare della via e funge
pertanto da ponte tra la componente citoplasmatica
Hpo/Savi/Mats/Wts e la trascrizione dei geni bersaglio. Infatti
di per se Yki difetta di un sito di legame col DNA: esso deve
associarsi a una DNA-binding protein per poter adempiere alle
sue funzioni di regolatore della trascrizione genica. Sono stati
identificati diversi fattori di trascrizione come Sd (Scalloped,
che inizia la I’espressione del gene diapl) (62, 63, 64) Hth (65).
Anche dE2F1 puo associarsi a Yki e sinergizzare col
complesso Yki/Sd nel promuovere la progressione del ciclo
cellulare dalla fase Gl a S (66). Tutto questo supporta
ulteriormente la funzione della via di segnale Hippo nel
regolare il ciclo e la proliferazione cellulare controllando cosi
la crescita dei tessuti.

Da quanto esposto finora emerge che la cascata chinasica
Hpo/Sav/Mats/Wts media la traduzione del segnale tra gli
stimoli extracellulari e il cofattore di trascrizione nucleare Yki.
Le varie capacita di legame di Yki ai fattori di trascrizione
determina il coinvolgimento della via Hippo in numerosi
porcessi biologici. L osservazione che sia la delezione di uno
dei componenti della sequenza Hpo/Sav/Mats/Wts sia la iper-
espressione di  Yki risultino nell’overgrowth tessutale e
nell’ingrandimento degli organi suggerisce che la via Hippo
giochi un ruolo fondamentale nel controllo della dimensione

degli organi e potrebbe e che la sua soppressione sia alla base
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della tumorigenesi, che altro non ¢ se non un processo di

crescita cellulare incontrollata.
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Le controparti dei componenti della via Hippo nei

mammiferi

Durante 1’evoluzione la via Hippo si ¢ estremamente
conservata. Molti dei suoi componenti sono riportati in
numerose specie compresi lieviti, mosche, roditori e 1’uomo.
Benché la maggior parte delle controparte delle proteine del
core della via di segnale abbiano nei mammiferi paraloghi
funzionalmente ridondanti, le interazioni biochimiche tra esse
(42, 57, 67, 68)). In breve, Mst fosforila e attiva Lats che a sua
volta fosforila Yap/Taz. Quest’ultimo, una volta fosforilato, si
lega alla proteina adattatrice 14-3-3 e viene allontanato dal
nucleo (69). YAP puo essere fosforilato in diversi siti € non
solo da parte di LATS. Inoltre, a diverso sito di fosforilazione

corrispondono diverse modifiche strutturali e quindi funzionali
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di YAP. Ad esempio la fosforilazione da parte di Lats avviene
sulla serina 127 di YAP, conducendo alla ritenzione di
quest’ultima nel citosol. Se la fosforilazione avviene invece
sulla. Tyr 357, processo mediato da C-Abl, YAP viene
ubiquitinata (70). La fosforilazione sulla Ser 381 da parte di
SCF porta alla stabilizzazione di YAP, alla sua traslocazione
nel Nucleo e alla attivazione della trascrzione di p73, gene
promuovente D’apoptosi (71). Savl e Mob facilitano

I’interazione tra Mst e Lats.

Drosophila Ratto/Tomo
Msi]
Hpa
Msit2
Sy WWd fsavl
Latsi
Warts
Latsd
Mats Mokl
fap
I
Taz/WWTR]

Mstl e Mst2 sono chinasi del tipo Ste20 ubiquitarie. 11 loro
dominio C-terminale SARAH media la capacita di Mstl e 2 di
autolegame cosi come di legarsi con altre proteine contenenti il
dominio SARAH quali Savl e Norel (una proteina del gruppo
degli onco - soppressori Rassf). Il complesso Mst/Savl
rappresenta la via segnale Hippo che nei mammiferi inibisce la
crescita cellulare e tessutale, mentre il complesso Mst/Norel
gioca un ruolo importante nello sviluppo dei linfociti T. La
funzione inibente la crescita e la sopravvivenza cellulare di
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Mst ¢ rappresentata anche dal suo coinvolgimento nella
apoptosi cellulare indotta dallo stress, nella quale ¢ attivata da
una scissione caspasi-dipendente in una protein-chinasi da 36
kDa che, traslocata nel citosol, contribuisce alla condensazione
della cromatina durante 1’apotosi (72). Da cio emerge 1’effetto
negative di Mst sulla sopravvivenza e crescita cellulare.

Lats appartiene alla famiglia di chinasi Lats/NDR e gia prima
di essere associata alla via Hippo era nota la sua attivita
oncosoppressiva. E espressa ubiquitariamente e svolge una
funzione importante in diversi eventi della vita cellulare quali
la proliferazione, dinamiche del citoscheletro, migrazione
cellulare, uscita dalla mitosi, regolazione trascrizionale e
stabilita genica (73). Tali numerose funzioni dipendono dalla
sua struttura cellualare che contiene un dominio che lega altre
proteine (PBD), un dominio catalitico, due domini Lats
conservati (LCD) e motivi PPxY. Questo spiega come
potenzialmente Lats possa interagire con numerosi regolatori
del ciclo cellule e porta a pensare che sia uno dei principali
responsabili dell’omeostasi cellulare. Nonostante ci0 gli unici
suoi substrati identificati finora sono Yap e Taz.

Savl (chiamato anche WW45) e Mobl sono proteine di
ancoraggio che facilitano I’interazione rispettivamente Mst-
Lats e Lats-Yap/Taz. Dal punto di vista biochimico Savl si
lega a Mstl, Mst2 e Rassfl (74, 75). Essa possiede due domini
del tipo WW che legano 1 motivi PPXY contenuti in altre
proteine come Lats ¢ Yap/Taz. E stato dimostrato che NF2
(ortologo di Mer) e la controparte mammifera di Kibra

possono attivare e fosforilare Lats legandosi a Sav1 (76). Poco
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altro si sa a proposito di Mobl, a parte essere necessario per la
escissione del midbody durante la citochinesi.

Yap e Taz sono gli ortologhi nei mammiferi di Yki e, tra i due,
Yap ¢ quello piu strutturalmente simile alla sua controparte
della Drosophilia. Mentre Yap possiede due domini WW, Taz
ne possiede uno solo (77), e il dominio SH3 presente in Yap,
manca in Taz. Le differenze strutturali suggeriscono che tra i
due Yap abbia funzione dominate come effettore della via di
segnale. Analogamente a Yki, anche Yap ¢ carente di un
dominio capace di legarsi al DNA, e pertanto deve associasi a
fattori di trascrizione per regolare 1 geni bersaglio. Alcuni
fattori sono stati identificati e tra questi sono stati descritti
C/EBP e P73, importanti regolatori del ciclo cellulare. Anche
TEF/TEAD fanno parte di questa famiglia di fattori
trascrizionali che si legano a Yap/Taz (78, 79, 80). Essi, dopo
essersi legati a Yap/Taz iniziano I’espressione del gene CTGF
(81, 82), il quale ¢ necessario per la proliferazione dei
condrociti, I’angiogenesi, ¢ la produzione e il turnover della
matrice extracellulare. Entrambe le proteine inoltre agiscono
su effettori diversi per regolare distinti geni target: ad esempio
Taz interagisce con TBXS5 (83) e Smad2/3/4 (84), mentre Yap
ha come bersaglio ErbB4 (85) e Smad7 (86). Entrambi
possono essere tuttavia fosforilati da Lats, e rappresentano gli
unici due effettori identificati della via di segnale Hippo nei

mammiferi.
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Funzioni e sviluppo del fegato

Il fegato ¢ I’organo solido piu voluminoso dell’organismo e
riveste un ruolo essenziale nel metabolismo, detossificazione e
biosintesi. E situato nel quadrante superiore destro
dell’addome, in sede sottodiaframmatica e cranialmente allo
stomaco e all’intestino. Le sostanze nutritive (carboidrati,
grassi e proteine) assorbite nell’intestino, vengono
ulteriormente processate nel fegato e convertite in altre forme
di energia (aminoacidi e proteine, glucosio, vitamine, etc etc)
che possono essere sia immagazzinate sia riversate nel circolo
ematico pere far fronte alle richieste dell’organismo. Esso
filtra inoltre 1 prodotti di degradazione (bilirubina, ammonio) e
le tossine (alcool, farmaci e altre sostanze chimiche),
prelevandoli dal sangue e trasformandoli in sostanze idro-
solubili e pertanto capaci di essere escrete con la bile
attraverso le feci o le urine. Da questa breve sintesi emerge
come il fegato assolva I’importante compito di guardiano della
salute dell’organismo.

Gli epatociti sono il tipo cellulare piu rappresentato,
costituendo circa il 70% dell’intera massa epatica € sono
responsabili della maggior parte delle funzioni del fegato (87).
Cellule non parenchimali quali colangiociti, cellule stellate e
sinusoidali rendono ragione del restante 30%. Epatociti e
colangiociti sono di derivazione endodermica mentre le altre
derivano dal mesoderma. Lo sviluppo del fegato ¢
conseguenza di interazioni tissutali reciproche tra I’endoderma

e il vicino mesoderma. Il fegato origina dal foregut ventrale

Pier Luigi Tilocca

Ruolo del gene yap e della via yap/ctgf nel corso della cancerogenesi epatica nel ratto e nell’uomo.
Tesi di dottorato in Scienze Biomediche con indirizzo in Epidemiologia Molecolare dei tumori
Universita degli Studi di Sassari



intorno all’ottavo giorni di sviluppo embrionale (E8.0) (88, 89).
I1 diverticolo epatico si forma in E9.0, quando si trova vicino
al cuore in sviluppo. A E9.5 gli epatoblasti, progenitori sia
degli epatociti che dei colangiociti, si sfaldano dalla porzione
anteriore del diverticolo epatico e invadono il mesenchima
adiacente per formare il germoglio epatico (90 - 92). I rapporti
reciproci tra 1’endoderma e il mesoderma promuovono la
proliferazione degli epatoblasti ¢ la formazione delle cellule
stallate dall’adiacente mesenchima (93 - 96). Tra E10.5 e E15
il germoglio epatico subisce una crescita imponente dovuta
alla proliferazione e successivamente alla differenziazione
degli epatoblasti. Le cellule epiteliali biliari compaiono in
E11.5 (97, 98) intorno alla vena porta e, a causa del contatto
con le circostanti cellule epiteliali e mesenchimali, vanno
incontro a differenziazione e crescita. In seguito la maggior
parte degli epatoblasti si differenziano in epatociti e il fegato
raggiunge, nel periodo perinatale, le caratteristiche
architetturali definitive.

Numerose sono le vie di segnale che presiedono allo sviluppo
dei colangiociti e alla formazione dei dotti biliari. Tra queste la
via segnale del TGFp, la Wnt e la Notch. La prima di esse
determina un gradiente, con una densitd minore in regione
parenchimale e maggiore in quella portale (98, 99), che ¢
fondamentale per la differenziazione. Infatti al blocco della via
di segnale TGFp consegue la soppressione la differenziazione
biliare mentre la sua attivazione promuove la differenziazione
ectopica. La via di segnale Wnt ¢ attivata temporaneamente

durante la differenziazione dei colangiociti, con un picco in
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E12.5 ma che appare completamente soppressa dopo E16.5
(100). Notch induce la differenziazione biliare ed ¢ attivato
specificatamente nella regione portale dal suo ligando Jagged],
secreto dalle cellule endoteliali portali (101 - 103). Questo
aspetto rende ragione del fatto che i dotti biliari si formino
lungo 1 rami portali e la delezione o la mutazione di Jaggedl
nell’uomo determina I’insorgenza di una malattia ben definita,
la sindrome di Agille, autosomica dominante (104 - 106). Ratti
con la delezione di Notch2 e di Jaggedl sviluppano una
condizione simile alla sindrome di agille e vengono utilizzati
come modello sperimentale per lo studio dello sviluppo dei
dotti biliari (107 — 111).

L’architettura caratterizzante il fegato adulto ¢ rappresentata
dal lobulo epatico. Nell’uomo e nel suino esso ¢ delimitato da
tessuto connettivo che gli conferisce una forma esagonale.
Anche nel fegato murino, benché non vi sia una delimitazione
cosi netta del lobulo, ¢ presente una strutturazione simile: la
triade portale e la vena centrolobulare. La triade portale ¢
costituita dai rami biliare, della vena porta e della arteria
epatica. Gli epatociti si dispongono come cordoni che
connettono la vena con la triade portale, con le cellule di
Kupffer, 1 principali attori del sistema immunitario epatico,
situate nei sinusoidi, ciascuno dei quali, allineato alle cellule
endoteliali, decorre tra due file di epatociti. Lo spazio di Disse,
localizzato tra gli epatociti e le cellule endoteliali, contiene le
cellule stellate del fegato, le quali, in seguito a danno epatico,
vengono attivate e secernono collagene contribuendo alla

fibrosi e alla cirrosi epatica (112). L’architettura del fegato
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riflette le sue capacita funzionali ¢ omeostatiche. Le sostanze
chimiche e nutrienti provenienti dalla digestione entrano nel
fegato attraverso la vena porta e da qui, insieme al sangue
arterioso, passano lungo 1 sinusoidi nella vena centrolobulare
(tributaria della circolazione venosa sistemica). Per converso
gli acidi biliari secreti dagli epatociti e raccolti nei canalicoli
biliari vengono riversati nel torrente intestinale. Questi due
flussi determinano un efficiente trasporto delle sostanze
nutritive e il riciclo dei materiali biologici tra fegato e intestino.
In sintesi, diverse condizioni patologiche, in cui I’infiltrato
inflammatorio sovverte la struttura del fegato, determinano
’alterazione sia del flusso ematico che di quello biliare fino a
raggiungere stadi di fibrosi e cirrosi che costituiscono il

substrato dei tumori epatici.

Le neoplasie maligne del fegato

Il tumore epatico ¢ la terza causa di morte per cancro. La
sopravvivenza a 5 anni dei pazienti affetti da cancro del fegato
¢ intorno al 10% e piu del 50% dei pazienti trattati
chirurgicamente sviluppa la recidiva entro 3 anni (113, 114).
L’elevata mortalita ¢ dovuta principalmente a diagnosi tardive
all’aggressivita della neoplasia (115). 1l  carcinoma
epatocellulare ¢ fortemente associato all’infezione da HBV e
HCV che induce infiammazione cronica, rigenerazione
parenchimale e quindi cirrosi, lesioni displastiche e infine

epatocarcinoma (116). Altre condizioni predisponenti sono
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I’etilismo, 1’assunzione di tossici e di cibi contaminati (117).
Anche D’attivazione di cellule staminali e progenitrici dovuta
all’infezione virale puod portare alla formazione del tumore. In
base alla origine cellulare distinguiamo, oltre al carcinoma
epatocellulare (HCC), il colangiocarcinoma. (CC). HCC ¢
caratterizzato da una proliferazione incontrollata di epatociti
dal diminuito contenuto citoplasmatico mentre CC si configura
per una proliferazione di dotti biliari, e quindi di colangiociti,
scarsamente organizzati. Le due linee cellulari talvolta
coesistono nello steso tumore, da cui emerge che ’origine
possa derivare da cellule progenitrici o staminali che vanno
incontro a differenziazione sia in senso epatocitario che
epiteliale biliare (118). Tali tumori hanno spesso prognosi
peggiore e danno facilmente origine, se resecati, a recidiva
(119 - 121). Si pensa che le cellule staminali del fegato
risiedano nei dotti biliari o nell’area periportale. Tuttavia, non
abbiamo al momento markers specifici che ci consentano la
loro identificazione che si basa su criteri morfologici, in
particolare sulla loro forma ovale determinata alla microscopia
elettronica.(122). Mediante questa tecnica sono state
identificate diverse cellule progenitrici a stadi intermedi
compresi tra le cellule ovali e gli epatociti maturi, classificate
come tipo I, tipo II e tipo III e le rare cellule ovali sono dette
Tipo 0. In modelli sperimentali come la necrosi epatica indotta
da alcool allilico nei ratti, le cellule suddette costituiscono
I’espansione cellulare periportale che viene attivata in tale
situazione. Le cellule del tipi 0 e I, meno differenziate,

compaiono negli stadi precoci mentre quelle di tipo II e III
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sono rilevabili negli stadi piu tradivi. Tuttavia non disponiamo
ancora di anticorpi specifici per ogni tipo cellulare e quelli
disponibili consentono solo di identificare un misto di queste

cellule (123)

Controllo della dimensione degli organi

La dimensione degli organi puo essere determinata sia dal
numero delle cellule che dalla loro dimensione (124). Per
esempio il cuore di un elefante ¢ piu grande di quello di un
ratto perché contiene piu cellule (125), mentre le piccole ali di
alcune varianti di Drosophila ¢ il risultato di cellule dalle
dimensioni piu piccole(126). La grandezza di un certo organo
inoltre ¢ raggiunta nell’ambito del total organ mass mediante
la regolazione coordinata del numero e del volume delle
cellule. Un esempio ¢ dato dal caso della salamandra
tetraploide nella quale nonostante le cellule abbiano
dimensione doppia rispetto a quelle dell’esemplare diploide, la
grandezza dei singoli organi ¢ simile nei due animali poiché
nella salamandra tetraploide vi ¢ la meta delle cellule che
costituiscono quella diploide (127). Inoltre, un mutamento nel
numero delle cellule a causa della de-regolazione della lo
proliferazione non risulta necessariamente in modificazioni
della grandezza dell’organo (128, 129). Questi dati
sperimentali suggeriscono che vi sia un meccanismo che

induce il rispetto della massa di un organo entro certi limiti
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(total mass setting point), che si determina coordinando il
numero delle cellule con la loro dimensione.

Studi che hanno approfondito questo aspetto, conducendo
screening genetici su Drosphila sono stati volti a identificare
quali geni regolassero 1’accoppiamento numero di cellule —
grandezza delle cellule e quali siano le mutazioni capaci di
alterare questo rapporto. La via di trasduzione del segnale
dell’insulina ¢ stata individuata come una via di segnale
importante per il controllo delle dimensioni degli organi e il
suo effetto si realizza sulla crescita delle cellule ma non sulla
loro proliferazione (130). La mutazione di uno o piu dei suoi
componenti pertanto determina modificazioni nella grandezza
dell’organo, non alterando il numero delle cellule ma solo la
loro dimensione. E mediata dalla via PI3K/AKT e regola sia la
trascrizione del mRNA che la traduzione di proteine. La
grandezza della cellula ¢ causata dall’alterazione del rapporto
RNA:DNA ¢ della quantitda di proteine (131). Questo
meccanismo ¢ stato ulteriormente studiato nei mammiferi: nel
cuore di ratto la diminuzione o I’aumento della attivita della
via dell’insulina causa rispettivamente il decremento o
I’incremento del volume dei miocardiociti (132). Nel fegato
dei ratti Dattivazione temporanea della via mediante
I’attivazione dei bersagli di Akt provoca 1’aumento delle
dimensioni dell’organo di tre — quattro volte nell’arco di pochi
giorni basato solamente sull’aumento del volume degli
epatociti (133). A ulteriore supporto di questi dati vi ¢
I’osservazione che in caso di rigenerazione del fegato la via

induce 'ipertrofia delle cellule nelle situazioni in cui vi sia la
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deficienza dei meccanismi si proliferazione cellulare (134,
135). Inoltre I’interruzione della cascata PI3-K/PDK1/Akt, il
principale complesso chinasico citoplasmatico della via di
trasduzione del segnale dell’insulina, non incide sulla risposta
mitotica post-epatectomia degli epatociti, quanto piuttosto
bloccando la rigenerazione per 1’indotta incapacita di crescita
cellulare (135).

Anche la via di segnale Hippo ¢ strettamente connessa ai
meccanismi di controllo del volume degli organi. Questo perd
si compie anziché regolando la crescita cellulare, modulando
I’equilibrio tra la proliferazione e ’apoptosi. Nella Drosophila
la deregolazione della via risulta nell’overgrowth dei dischi
imaginali e nell’ingrandimento dei corrispondenti organi una
volta maturi senza pero interferire con la grandezza cellulare e

I’architettura dell’organo.

CTGF, connective tissue growth factor

Connettive tissue growth factor (CTGF) venne scoperto nel
1991 come un “mitogene correlato al PDGF” secreto in un
medium condizionato di cellule endoteliali di vena ombelicale
umana e denominato CTGF (136). E una proteina che presenta
sequenze omologhe e struttura secondaria simile a quelle di
altre cinque proteine, tra le quali la proteina 61 ricca in cisteina
(cyr61, CCNI), CTGF, appunto, (CCN2) e la proteina
iperespressa  nel nefroblastoma (NOV, CCN3), tutte
raggruppate nella famiglia delle CCN (da ¢yr61, CTGF, NOV),
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che sono glicoproteine secrete, ricche in cisterna e con
architettura modulare(137, 138). GIli altri membri della
famiglia sono proteine indotte da Wnt — 1 (WISP): WISP -1 o
CCN4, WISP —2 0 CCN5 e WISP — 3 0 CCN6 (139).

CTGF contiene quattro moduli strutturali che seguono una
sequenza peptidica leader di 37 aminoacidi: I) un dominio che
lega il fattore di crescita simil-insulinico, II) un dominio
fattore di von Willebrand tipo C, III) un modulo omologo alla
trombospondina tipo I e IV), verso D’estremita carbossi-
terminale, un motivo che lega I’eparina (137, 138). I moduli I
e II si pensa che comprendano il dominio N — terminale legato
mediante la regione cerniera (hinge region) al dominio C —
terminale dei moduli II e III. La regione cerniera ¢ un sito di
scissione sensibile alle proteasi che da origine ai frammenti
rispettivamente N — ¢ C — terminali (139). Tra le proteasi,
hanno un ruolo importante la chimotripsina e il plasminogeno
che non solo scindono la regione cerniera ma anche 1 moduli I
e IV. Nei fluidi corporei e nel medium condizionato di alcune
colture cellulari possono essere isolati sia il modulo IV,
legante I’eparina, di 10 — 12 kD sia 1 frammenti immuno-
reattivi di 10, 16 e 20 kD sia la molecole intera di 38 kD (139).
I moduli strutturali adempiono alle funzioni della proteina
mediante il legame con il fattore di crescita simile all’insulina
(modulo 1), il TGF-B (II), alcune integrine e recettori della
superficie cellulare (IIT) e proteoglicani di eparan-solfati quali
il sindacano 4 e il perlecano (IV). Il gene che codifica per
CTGF si trova nel locus 6q23.1, anche se la regione

cromosomica non ¢ stata perfettamente identificata. Sono
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emersi polimorfismi dei singoli nucleotidi (SPNs), quattro dei
quali sono localizzati nel promotore (141, 142). Recentemente,
un SNP specifico ¢ stato associato alla suscettibilita alla
sclerosi sistemica (143). Sono stati postulati diversi siti di
legame per fattori di trascrizione sul promotore del gene per
CTGF come il sito di legame per AP — 1, per Sp1, per il fattore
inducibile dall’ipossia (HIF), per TATA box, per Ets — 1, per il
fattore nucleare (NF) kB, per il box tipo CArG sensibile
all’actina, TGF — beta e Smad (144, 148). Pertanto
I’espressione di CTGF ¢ regolata da numerosi meccanismi di
traduzione del segnale tra cui le vie del TGF — beta/Smad
(149), di Ras/s/MEK/ERK, della protein-chinasi C (PKC) (150,
151), di NF — kB, JAK/STAT, dell’AMP ciclico (152), della
piccola GTPasi RhoA, del fattore di risposta del siero, della
fosfatidil-inositol 3 — chinasi e delle specie reattive
dell’ossigeno (153). L’effetto finale, ovvero la up — o down —
regolazione di  CTGF, dipendera dal tipo cellulare
(mesenchimale o epiteliale), 1’environment cellulare e
I’interazione dei fattori regolatori. Diverse di queste vie di
segnale agiscono di concerto nell’induzione di CTGF guidata
da TGF — beta ed ¢ verosimile D’esistenza di un esteso
crosstalk per gli altri stimoli extracellulari. I fattori esterni che,
a seconda del tipo cellulare up-regolano I’espressione di CTGF
comprendono, oltre a TGF-B che ¢ il maggiore induttore, il
fattore di risposta del siero, il fattore di crescita vascolare
endoteliale, 1l fattore di crescita epidermico, il fattore di
crescita per 1 fibroblasti, la trombina, 1 fattori della

coagulazione VIla, Xa, I’endotelina 1, I’acido lisofosfatidico,
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I’ipossia, lo stress meccanico e ossidativi (154, 155). La
regolazione negativa dell’espressione di CTGF ¢ sostenuta dal
fattore di necrosi tumorale (156), la prostaglandina E2 e
I’AMP ciclico (157, 158), e dal recettore attivato dal
proliferatore dei perossisomi gamma (159). La via di segnale
intracellulare del TGF- B ¢ attivata da Smad3 ed ¢ inibita

dall’iperespressione di Smad7.
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Biologia cellulare del CTGF

Benché CTGF sia localizzato nel citosol e perfino nel nucleo
delle cellule mesangiali (160), la maggior parte di esso ¢
secreto e adempie alle sue funzioni nello spazio extracellulare
¢ nel micro-ambiente circostante le cellule. La proteina ¢
inoltre presente nel siero, nel plasma (161, 162) e nelle urine

(163, 164). Una frazione significativa ¢ trattenuta nelle
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piastrine ma viene rilasciata dopo 1’attivazione nel processo di
coagulazione (165, 166), e questo ¢ un importante meccanismo
che rende ragione dell’aumento della concentrazione di CTGF
in lesioni fibrotiche e aterosclerotiche. L uptake e la clearance
di CTGF da recettori multi-ligando ad elevato peso molecolare
come il recettore per le lipoproteine a bassa densita correlato al
recettore dell’alfa2 macroglobulina (LRP) (167). Gli LRP sono
noti per legare diverse molecole come alfa2-macroglobulina e
CTGF (168). Gli anticorpi per LRP e le cellule geneticamente
carenti di LRP non sono capaci di legare CTGF. Questo, una
volate legato, ¢ rapidamente internalizzato e degradato con un
meccanismo dipendente da LRP. Tuttavia nelle cellule
mesangiali umane ¢ stato visto che CTGF internalizzato ¢
catturato in endosomi e accumulato in orfanelli iuxtanucleari
dai quali ¢ poi traslocato nel citosol. Qui ¢ fosforilato da PKC
e traslocato nel nucleo dove puod agire come fattore di
trascrizione. Anche la via di segnale Wnt ¢ influenzata dal
legame tra LRP e CTGF: CTGF regola la trasduzione del
segnale Wnt/beta — catenina a seconda della sua capacita di
legarsi al co-recettore LRP(6) per Wnt (169), sul quale CTGF
compete con 1 membri della famiglia delle Wnt portando alla
inibizione del segnale de esse mediato. Da tali dati emerge un
ulteriore ruolo di CTGF come coordinatore diverse vie di
segnale intracellulare. Riguardo alla clearancee interessante
notare come la rimozione della maggior parte del CTGF
esterno segue una via simile a quella del TGF — beta circolate
per il quale ¢ stata dimostrato un meccanismo dipendente dal

recettore per 1’alfa -2-macroglobulina (170). Non ¢ ancora
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noto se CTGF circolante interagisca con 1’alfa — 2 —
macroglobulina o altre binding protein coinvolte nei
meccanismi di clearance. Il dominio che lega LRP ¢ situato nel
modulo III dell’estremita C — terminale, il che potrebbe
significare che la porzione N — terminale circolante abbia una
emivita piu lunga della parte C — terminale e della molecola
intera. Questa ipotesi ¢ stata dimostrata mediante misurazione
selettiva di CTGF e dei suoi frammenti C- e N- terminali nel
plasma dei pazienti affetti da sclerodermia: solo la porzione N
— terminale si manteneva elevata, mentre non si notavano
cambiamenti significativi per quanto riguarda 1’intera

molecole e 1l frammento C — terminale.

Aspetti funzionali del CTGF

Appare ormai accertato che CTGF giochi un ruolo cruciale
nella condrogenesi e nella angiogenesi durante la formazione
dello scheletro, condizionando fortemente lo sviluppo
embrionale (171). Ratti con deficit del gene per CTGF (CTGF
-/-) muoiono immediatamente dopo la nascita a causa di
multiple malformazioni scheletriche (172). I fibroblasti
derivati da ratti CTGF -/- knockout hanno una espressione
significativamente ridotta di geni pro-adesivi, pro-
inflammatori e pro-angiogenetici, che ¢ in relazione alla
ipoespressione del sottotipo sindacano 4 del
protoeparansolfato (173). CTGF ¢ un regolatore centrale della

matrice extracellulare nella cartilagine e nelle ossa, ma anche
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della vascolarizzazione durante lo sviluppo embrionale con
una ampia diffusione nei tessuti e organi adulti (174). CTGF
condiziona numerose attivita cellulari come [’attivita
proliferativa (175), la differenziazione cellulare, la sintesi della
matrice extracellulare (176) e 1’adesione cellulare a essa(177,
178), la migrazione cellulare e la transizione epitelio-
mesenchimale (179). Molte di queste funzioni non sono attuate
dal solo CTGF, ma in combinazione con specifici fattori di
crescita o mediante I’interazione diretta con la matrice
extracellulare o con molecole di superficie. La sub-
specializzazione strutturale e funzionale della proteina
determina multiple modalita di interazione con le omponenti
della matrice extracellulare: 1 moduli III e IV interagiscono
con la trombospondina, la fibronectina e il collagene, il
modulo III con molecole di membrana, 1 moduli I-IV con

diversi fattori di crescita (TGF — beta, IGF, VEGF) (180).

IGFs VEGF

g g

— IGFBP [— VWC | TSP1 [— €T |—

J 5

TGF-p VEGF
BMP-4

Interazione tra I moduli di CCN2/CTGF e altri fattori di crescita.

(IGF-BP, insulin-like growth factor binding protein module (I); VWC, von Willebrand
factor type C module (II); TSP1, thrombospondin type I homology module (III); CT,
carboxy-terminal cysteine knot motif, heparin-binding module (IV); IGFs, insulin-like
growth factors; VEGF, vascular endothelial growth factor; CTGF, connective tissue
growth factor)
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Connessioni tra la via di trasduzione del segnale YAP-
Hippo e CTGF

E stato gia indicato come Yki e YAP promuovano la crescita
delle cellule e dei tessuti rispettivamente nella drosophila e nei
mammiferi. Tuttavia 1 geni indotti da questi due co-attivatori
della trascrizione non sono identici. Per esempio la Ciclina — E
¢ indotta da Yki nella drosophila ma non dall’iperespressione
di YAP nelle cellule dei mammiferi (68). 11 gene che codifica
per CTGF, invece ¢ un target diretto del complesso YAP —
TEAD nei mammiferi (181). Inoltre elevati livelli di CTGF
sono stati riscontrati in diversi tumori umani (182) e 1’utilizzo
di anticorpi anti — CTGF inibiscono la crescita dei tumori e la
metastatizzazione (183). Questo conforta I’ipotesi che CTGF
possa mediare le proprieta oncogene e stimolanti la crescita di
YAP — TEAD. Nonostante CTGF sembri coinvolto nei
meccanismi di crescita cellulare indotti da YAP, esso potrebbe
non essere necessario per la transizione epitelio-mesenchimale
che dipende da YAP. Coerentemente con questo, cellule
mutanti in cui ¢ difettiva la capacita di YAP di legarsi a TEAD
possono ancora indurre una frazione dei geni regolati da YAP.

Inoltre ¢ stato dimostrato che esiste un loop autocrino mediato
da CTGF nelle cellule di epatocarcinoma e che contribuisce
alla malignita del fenotipo: in tale studio la via di trasduzione
del segnale EGFR promuove 1’espressione di CTGF mediante
un fitto cross-talk con I’oncogene YAP (184).

Ancora piu di recente ( 185) ¢ stata evidenziata una interazione

funzionale tra la via Hippo e il TGF — beta nel regolare il
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CTGF. L’espressione di quest’ultimo nelle cellule di
mesotelioma maligno ¢ indotta dalla formazione del complesso

YAP — TEAD 4 — Smad3 — p300 sul promotore per CTGF
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SEZIONE SPERIMENTALE
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Scopo della ricerca

Sulla base di quanto esposto finora, abbiamo ipotizzato che la
via Hippo e CTGF, siano tra loro interconnessi nella genesi
nella cancerogenesi epatica.

In particolare il loro ruolo si esplica verosimilmente nella
proliferazione delle cellule, nei meccanismi di fibrogenesi e di
adesione intercellulare.

Lo scopo del nostro studio dunque ¢ stato quello di studiare
comparativamente, in lesioni epatiche preneoplastiche e
neoplastiche di ratti F344 e BN, rispettivamente geneticamente
suscettibili e resistenti al CE il ruolo della via YAP/CTGF
mediante la valutazione del grado di espressione sia a livello

proteico che genetico di YAP e CTGF.

MATERIALE E METODI

Animali e trattamenti

Ratti Fisher 344 (F344) e Brown Norway (BN) (Charles-
River-Italia, Calco, Italy) sono stati nutriti e trattati in accordo
con il protocollo de I’”’Epatocita resistente”. Esso comprende
un trattamento iniziante con una singola dose necrogenica
(150mg/kg per via intraperitoneale) di Dietilnitrosamina
(DENA), seguita dopo la riparazione tissutale, dalla
somministrazione per 15 giorni di dieta iperproteica
contenente il mitoinibitore 2-acetilaminofluorene (2-AAF) allo

0,02%. A meta di tale trattamento si effettua un'epatectomia
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parziale (PH) per stimolare la rigenerazione epatica (30). I ratti
vengono quindi nutriti fino al sacrificio con una dieta standard
(30). La somministrazione del mitoinibitore AAF induce
soppressione della crescita degli epatociti normali, mentre le
cellule iniziate dal cancerogeno non rispondendo all’azione
inibitrice dell’AAF continuano a proliferare in seguito allo
stimolo di crescita, producendo prima foci, poi noduli epatici
precoci ed, infine, lesioni neoplastiche a diversa progressione.

Qualche giorno dopo I’epatectomia parziale, iniziano ad essere
evidenziabili centri focali di crescita delle cellule
preneoplastiche denominati foci. Durante la fase di espansione
clonale delle cellule iniziate dal cancerogeno, le lesioni focali
epatiche vanno incontro ad una rapida crescita. Con 1’avanzare
del processo di epatocancerogenesi, a circa 10-12 settimane
dall’inizio, si possono individuare alcuni noduli precoci
(displastici) che hanno continuato a crescere anche dopo
scomparsa dello stimolo di crescita. Il numero di questi noduli
¢ minore rispetto a quello dei foci preneoplastici formatisi
nelle fasi precoci di promozione successive all“epatectomia

parziale.
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Modello “dell’epatocita resistente” o di Solt e Farber. Le abbreviazioni

utilizzate sono: DENA, dietilnitrosamina; AAF, acetilaminofluorene.

Per 1 nostri esperimenti sono stati utilizzati fegati
preneoplastici, che includevano foci di epatociti alterati di 4-6
settimane dopo inizio dell’epatocancerogenesi, noduli precoci
di 12 settimane, noduli displastici di 32 settimane e CE (50-60
settimane). Per 1’analisi di espressione sono stati usati fegati
preneoplastici, pool di noduli precoci o displastici e CE
prelevati da ciascun ratto. Gli animali hanno ricevuto le cure
necessarie e 1 protocolli sono stati applicati in base alle guide
del National Institute of Health per 1’uso degli animali in

laboratorio.

Isolamento di RNA e sintesi di cDNA

L’RNA adl alto peso molecolare ¢ stato estratto da campioni
dei fegati di ratto. Con Kit “AllPrep® DNA/RNA/Protein”
(Qiagen, Valencia, CA). Sono stati utilizzati campioni del peso
di 30 — 50 pg, sminuzzati e omogeneizzati con DOUNCE in
soluzione lisante LRT fornita dal Kit AllPrep e completata con
beta - mercaptoetanolo e inibitori di fosfatasi e proteasi. Si
pone il campione a 37° per 10 minuti € in seguito in colonnine
Qiashredder. L’eluito viene quindi trasferito in colonna
“AllPrep DNA spin column”. A esso viene aggiunto un
volume noto di alcool etilico al 95% e si trasferisce la
soluzione cosi ottenuta nella RNeasy spin column. Si
centrifuga a 100 rpm per 15 secondi. La colonnina viene lavata

dapprima con soluzione RW1 cui seguono altri due lavaggi

Pier Luigi Tilocca

Ruolo del gene yap e della via yap/ctgf nel corso della cancerogenesi epatica nel ratto e nell’uomo.
Tesi di dottorato in Scienze Biomediche con indirizzo in Epidemiologia Molecolare dei tumori
Universita degli Studi di Sassari



con RPE. Dopo cio si procede all’eluizione dell’RNA
aggiungendo sul fondo della colonnina 50 ml di H20 RNAsi
free. Si centrifuga a 100 rpm per 1 minuto e si quantifica al
nanodrop. Segue il caricamento su gel di agarosio al 2% e si
procede a elettroforesi per valutare la bonta e D’integrita
del’RNA. Dopo [Iestrazione, per escludere possibili
contaminazioni di DNA genomico, 1 campioni sono stati
trattati con Dnase I (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).
La sintesi del cDNA ¢ stata effettuata usando il kit High
Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosciences, Foster City,
CA), secondo il protocollo fornito dalla ditta.

RT-PCR quantitativa

Sono state usate sonde di geni per YAP ¢ CTGF ¢ RNR-18
(controllo interno), selezionate mediante “QuantiTect primer
assay.” (Qiagen, Valencia, CA). Le reazioni di PCR sono state
eseguite usando dai 75 ai 300 ng di cDNA, utilizzando il
sistema di determinazione ABI Prism 7000 sequence detection
System e la polimerasi QuantiTect SYBR Green PCR Kit
(Qiagen, Valencia, CA). La PCR ¢ stata condotta con un ciclo
iniziale di denaturazione a 95°C per 10 minuti, seguito da 40
cicli a 95°C per 15 secondi ed uno a 60°C per 1 minuto. I
valori quantitativi sono stati calcolati usando il software PE
Biosystems Analysis (82) ed espressi come N target (NT) con
NT=2-ACt , dove il valore di ACt per ogni campione ¢ stato
calcolato sottraendo il valore di Ct medio del gene bersaglio

dal valore di Ct medio del gene RNR-18 di riferimento
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Western Blot

Le proteine sono state estratte dai campioni di tessuti, ovvero 1
noduli precoci (12 settimane dopo I'inizio
dell’epatocancerogenesi), 1 noduli neoplastici e 1 CE dai ratti
F344 ¢ BNe sono stati omogenati con DOUNCE.

Si pone il campione a 37° per 10 minuti e in seguito in
colonnine Qiashredder. L’eluito viene quindi trasferito in
colonna “AllPrep DNA spin column”. A esso viene aggiunto
un volume noto di alcool etilico al 95% e si trasferisce la
soluzione cosi ottenuta nella RNeasy spin column. Si
centrifuga a 100 rpm per 15 secondi

L’eluito cosi ottenuto si pone in eppendorf e vi si aggiunge un
volume di APP. Si mescola a temperatura ambiente per 10
minuti. Si centrifuga a 12.000 G per 10 minuti a temperatura
ambiente. A questo punto si elimina il sopranatante e si esegue
lavaggio con etanolo al 70%. Si centrifuga nuovamente a
12.000 G per 1 minuto e si elimina il sopranatante. Il pellet
cosi ottenuto viene risospeso in SDS 2% completato con
inibitori di proteasi e fosfatasi. Aliquote di 40ug sono state
denaturate a 95°C in Tris-Glycine SDS Sample Buffer
(Invitrogen) separate mediante SDS-PAGE e trasferite in
membrane di nitrocellulosa mediante elettroblotting. Le
membrane sono state incubate per lh in latte al 5% in
TBS+Tween20 0,1% per bloccare 1 siti aspecifici e
successivamente incubate, dapprima con gli anticorpi specifici.
(Anti-CTGF, Rabbit polyclonal to CTGF, cod. AB5097,
ABCAM) e poi con anticorpo secondario anti-rabbit (cell-

signalling) alla diluizione di 1:2000. Le bande sono state
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quantificate in unita arbitrarie con il ChemiDoc XRS, usando
il programma Quantity One 1D Analysis Software e

normalizzate ai livelli di B-actina.

RISULTATI

Sviluppo delle lesioni epatiche nei ratti

Nei ratti trattati secondo il modello di Solt e Farber, quattro
settimane dopo la somministrazione di DENA (fase di inizio),
¢ stata osservato lo sviluppo di foci di epatociti alterati,
positivi al GST 7-7, sia nel ceppo suscettibile (F344) che nel
ceppo resistente (BN). L’ulteriore evoluzione dei foci a noduli
precoci, piu grandi dei lobuli epatici e comprendenti anche il
parenchima circostante € risultata perd piu pronunciata nei ratti
F344 rispetto ai BN. A 50-60 settimane, infine, il CE era
presente in tutti 1 ratti F344 e in una minor quota dei ratti BN.
In entrambi i ceppi di ratto si aveva presenza di foci di
epatociti alterati e mnoduli precoci che consistevano
prevalentemente in cellule chiare/eosinofile. Con I’evolvere
della epatocancerogenesi, le differenze fra i due ceppi si fanno
piu marcate, ecco dunque che a 32 settimane si riscontra un
basso grado di noduli displastici nel fegato dei ratti BN e un
alto grado negli F344 e a 50-60 settimane il CE risultava ben o
moderatamente  differenziato nei ratti BN  mentre

moderatamente o non differenziato nei ratti F344. Inoltre
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mentre i1l 100% di ratti F344 sviluppa CE, solo una bassa

percentuale di BN presenta tumori.

Espressione di YAP e CTGF

I risultati ottenuti con RT-PCR mostrano differenze sostanziali
nella espressione dei geni sia per YAP che per CTGF nei due
ceppi di ratto e nelle diverse fasi della cancerogenesi.

Per quanto riguarda 1’espressione di YAP 1 risultati mostrano
che essa si mantiene su livelli significativamente minori, in
entrambi 1 ceppi, nei controlli rispetto ai ratti sottoposti a
protocollo inducente la cancerogenesi epatica. Tale divergenza
¢ maggiore alla 4 e 12 settimana, nei noduli e nei tumori
rispetto ai controlli.

L’espressione di YAP ¢ inoltre differente tra 1 due ceppi di
ratto, 1 BN e gli F-344.

La discrepanza si fa piu evidente con 1’avanzare del processo
di tumorigenesi ed ¢ pit marcata alla 12 e 15 settimana e nei
noduli, dove I’espressione di YAP e significativamente piu alta
nel ceppo F-344, mentre diminuisce nei tumori del ceppo BN.
Una volta che si ha la formazione dei focolai neoplastici la
differenza ¢ meno marcata, a fronte di un grado di espressione

relativamente molto elevato in entrambi i ceppi.
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Sono evidenti anche per CTGF differenze nella sua
espressione sia tra 1 controlli e gli esemplari che sviluppano il
tumore sia tra 1 due ceppi.

I livelli di espressione di CTGF sono significativamente
minori nei controlli e aumentano progressivamente nei ratti
sottoposti a cancerogenesi. Nelle fasi intermedie, la differenza
maggiore si osserva alla 6 e 15 settimana ed ¢ massima una
volta che la neoplasia si ¢ sviluppata completamente,
raggiungendo valori di espressione molto elevata rispetto ai
controlli.

L’espressione di CTGF, come del resto ci aspettiamo, ¢ anche
dissimile nei due ceppi. Nei ceppi F-344 CTGF aumenta a
partire dalla 6 settimana e nella 12, 15, 32 e negli HCC rispetto
ai controlli. Nei BN non vi ¢ una differenza significativa nella
varie fasi se non alla 32 settimana e ngli HCC. Nei tumori
I’espressione di CTGF raggiunge valori molto elevati anche in

senso assoluto.
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Sintesi proteica di CTGF

Al livello di sintesi proteica risulta significativo il grado di
espressione di CTGF e la sua dinamica, che sono state valutate
solo nei controlli e nei tumori, in relazione alla presenza o
meno di tumore e nei due ceppi di ratti.

In linea generale confermiamo 1 dati della PCR-RT.
L’espressione di CTGF ¢ significativamente piu elevata nei
tumori rispetto ai controlli e questo ¢ valido sia per i ceppi BN
che per quelli F-344. Infatti D’espressione di CTGF nei
controlli F-344 e significativamente minore rispetto ai tumori
dello stesso ceppo. Anche per 1 ceppi BN, come ci si pud
aspettare, il livello dell’espressione di CTGF ¢ maggiore nei

fegati neoplastici rispetto a quelli sani.

F344 BN
)

Controlli Tumori Controlli Turmaori

E P e L i = = o e 5 P R L B e s R R e
24 | - ———— A —
akd | |

Pier Luigi Tilocca

Ruolo del gene yap e della via yap/ctgf nel corso della cancerogenesi epatica nel ratto e nell’uomo.
Tesi di dottorato in Scienze Biomediche con indirizzo in Epidemiologia Molecolare dei tumori
Universita degli Studi di Sassari

57



Per quanto riguarda la differenza di espressione tra ceppi BN e

F-344 non abbiamo osservato un divario significativo.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Dai dati esposti emerge 1’importanza della via di trasduzione
del segnale YAP in connessione con CTGF nella
determinazione dell’epatocarcinoma nel ratto.

Entrambe queste vie sono, come gia evidenziato nella review
bibliografica, coinvolte nella genesi delle neoplasia umane
compreso I’epatocarcinoma.

Tuttavia, non ¢ stato ancora messo in evidenza il loro ruolo
nelle fasi intermedie della cancerogenesi epatica. Ovviamente
questo pud essere effettuato solo su modelli sperimentali in
laboratorio dal momento che ¢ ben comprensibile la difficolta
(etica e pratica) di eseguire un tale studio sull’uomo.

Sia la via Hippo che CTGF giocano un ruolo predominante
nella proliferazione cellulare. Esse sono proteine ubiquitarie e

YAP, in particolare, si configura come un regista dello
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sviluppo embrionale, momento nel quale anche CTGF riveste
una funzione importante.

E noto il rapporto tra stadio di maturazone cellulare e i tumori
ed ¢ qui che verosimilmente si inserisce la capacita oncogena
di queste due vie che, quando deregolate, portano allo sviluppo
abnorme dei tessuti e degli organi.

Nei nostri esperimenti la progressione del’HCC va di pari
passo con I’espressione genica sia di YAP che di CTGF che
della sintesi proteica di CTGF.

Questo, anche in accordo con la letteratura, indica e conferma
il ruolo delle due vie di segnale nella cancerogenesi.

E chiaro che per svelare i pitl intimi meccanismi alla base di
questo processo saranno necessari ulteriori studi, anche per
trasporre 1 dati laboratoristici in armi sempre piu efficaci nella

lotta ai tumori.
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