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Epidemiologia

Il carcinoma epatocellulare € diagnosticato in piu di mezzo milione di persone nel mondo
ogni anno. Esso rappresenta il quinto cancro in ordine di frequenza, la terza causa di morti
cancro-correlate ed il 7% di tutte le neoplasie maligne (1).

L'epatocarcinoma costituisce oltre il 90% dei tumori maligni primitivi del fegato ed € un
importante problema di salute mondiale. Infatti, 'HCC & una neoplasia con una severa
prognosi, in quanto nella maggior parte dei casi si sviluppa su una sottostante cirrosi
epatica, puo avere uno sviluppo multifocale, si presenta con caratteristiche di elevata
farmacoresistenza, insorge su pazienti con severe turbe emocoagulative, condizioni,
queste, che spesso limitano la possibilita terapeutiche.

Negli ultimi anni, pero, la diffusione di procedure di screening e l'introduzione di nuove
possibilita terapeutiche hanno condotto ad una migliore aspettativa di vita per questi
pazienti. E’ chiaro, perd, che per ottimizzare I'applicabilita dei nuovi trattamenti la migliore
arma ad oggi disponibile € la diagnosi precoce. Per questo motivo le linee guida delle
principali associazioni mondiali per lo studio delle malattie del fegato, (EASL, AASLD),
hanno consigliato I'attivazione di programmi di sorveglianza per i soggetti a rischio. Ed e
proprio grazie alla diagnosi precoce che, rispetto alle decadi passate, I’'HCC e divenuto da
una quasi universale sentenza di morte, una neoplasia che pud essere curato con
apprezzabile frequenza.

L'incidenza di HCC aumenta progressivamente con l'eta, raggiungendo un picco a 70 anni
(2). Nelle popolazioni dei Cinesi e degli Africani, I'eta media dei pazienti con il tumore &
apprezzabilmente piu bassa. Cid0 € in netto contrasto con il dato che si registra in
Giappone, dove l'incidenza di epatocarcinoma € piu alta negli uomini di eta 70-79 anni (3).
L'HCC ha una forte preponderanza nel sesso maschile, con un rapporto maschi/femmine di
4:2 (1) .



A livello mondiale si registra un incremento di incidenza dell’'epatocarcinoma.
Complessivamente i tassi di incidenza e mortalita nel 2008 sono stati, rispettivamente di
65.000 e 60.240 casi in Europa e di 21.000 e 18.400 casi negli Stati Uniti. £ stato stimato

che dal 2020 il numero di casi raggiungera, rispettivamente, i valori di 78.000 e 27.000

casi, rispettivamente.(1) Le persone infettate dall’HCV in Europa negli anni 1940-1960 e

negli USA negli anni 1960-1970 giustificano I'attuale aumento di incidenza dell’'HCC (4). In
Europa, i tassi di incidenza e mortalita riportati sono abbastanza eterogenei da Nord a Sud
(5). Negli Stati Uniti il tasso di mortalita per HCC sembra aver avuto un incremento del
40% nel periodo 1990-2004, mentre il tasso complessivo di morti per cancro si € ridotto
del 18% nello stesso periodo (6). La sopravvivenza a 5 anni & stata stimata del 15%
circa in USA tra il 2002 - 2008, e di circa il 12% in Europe tra 2000 - 2007 (5)

Oltre che alla comparsa dell’epatopatia dovuta all’epatite C, tale crescita di incidenza
pud anche essere ricondotta all'aumento di epatocarcinomi HBV-correlati, in particolare tra
gli immigrati provenienti da nazioni endemiche.

Infine, l'effetto della vaccinazione generale nell'infanzia contro I'HBV ha ridotto il tasso
dell’'epatocarcinoma HBV-correlato nelle nazioni di endemia. Finora questo trend & stato
osservato nei bambini di Taiwan, ma ci si aspetta che divenga piu evidente con la crescita

dei bambini vaccinati (7).

Fattori di rischio

Il 90% circa degli HCC & associato ad un fattore di rischio conosciuto, tra i quali i piu
frequenti comprendono i virus delle epatiti virali B e C, I'abuso di alcool e I'esposizione ad
aflatossine. In Africa e in Asia orientale, la frazione piu ampia, pari al 60%, € attribuibile al
virus dell’epatite B, mentre nel mondo occidentale solo il 20% dei casi pud essere
attribuito all'infezione da HBV mentre il virus dell’epatite C appare come il maggior fattore
di rischio (8). A livello mondiale, circa il 45% dei casi puo essere attribuito all'infezione da
HBV (che interessa globalmente quasi 400.000.000 persone), mentre il 31% ¢ attribuibile
all'infezione da HCV (che interessa 170.000.000 persone), con il rimanente 15% circa

associato ad altre cause (9).

La cirrosi € un importante fattore di rischio per I'HCC. Tutte le forme eziologiche di cirrosi

possono complicarsi con la comparsa del tumore, ma il rischio € piu alto nei pazienti con



infezioni da virus dell’epatite (HBV, HCV, HBV-HDV). Tuttavia, un terzo dei pazienti cirrotici
sviluppera I'epatocarcinoma durante la propria vita (10). Il rischio cumulativo a 5 anni nei
pazienti cirrotici oscilla tra il 5% ed il 30% in relazione alla causa (con il rischio piu alto nei
soggetti con infezione da HCV), alla regione e al gruppo etnico (17% negli USA e 30% in
Giappone), ed allo stadio della cirrosi (con il rischio piu alto in coloro che hanno una
malattia scompensata) (11). In generale, le caratteristiche di severita dell’epatopatia
(conta piastrinica inferiore a 100x10°; presenza di varici esofagee), insieme all'eta
avanzata e al sesso maschile, correlano con lo sviluppo di epatocarcinoma nei pazienti
cirrotici (12). Piu recentemente I'ADRESS score, che tiene conto di eta, diabete, razza,
eziologia, sesso e severita della malattia, si € affermato uno strumento utile nel predire ad

1 anno il rischio di insorgenza di HCC nei pazienti cin cirrosi (13).

Numerosi studi hanno identificato fattori legati all’lHBV come predittori dello sviluppo di
HCC in pazienti con malattia di fegato. In una meta-analisi di Cho et al8149. che includeva
37 studi caso-controllo e 10 studi di coorte, I’ odds ratio perr HCC fu stimato essere 13.5
per pazienti con infezione HBV rispetto a quelli senza infezione HBV (15). L'HBeAg
positivita, il genotipo C e l'alta carica virale, sono predittori indipendenti dello sviluppo di
epatocarcinoma (16)(15). I pazienti con infezione da HBV possono sviluppare
I'epatocarcinoma anche in assenza di cirrosi, in seguito all'integrazione del genoma virale
allinterno del DNA della cellula ospite, ma nella maggior parte dei casi (70-80%) il
tumore si instaura su una cirrosi pre-esistente (17).

Il rischio stimato di HCC e da 15 a 20 volte piu alto tra i soggetti infetti dall’'HCV rispetto ai
non infetti; predittori tra gli infetti da HCV includono un’eta pit avanzata al momento
della diagnosi, il sesso maschile, la coinfezione con HIV o HBV e, probabilmente, il diabete
e l'obesita (18). In una recente meta-analisi, il genotipo 1b dellHCV e stato anche
chiamato in causa come responsabile dell'aumento del rischio di sviluppare il tumore (19).
L'HCV, attraverso la cirrosi epatica, & il maggior contribuente di HCC; e auspicabile che
I'avvento dei nuovi farmaci contro questo virus, grazie alla loro efficacia possano diminuire

nei prossimi anni il peso che questo virus da allo sviluppo di HCC.

L'abuso prolungato di alcool &€ un ben definito fattore di rischio per I'epatocarcinoma, sia
indipendentemente (con il rischio aumentato di un fattore oscillante da 1.5 a 2.0), sia in

combinazione con l'infezione da HCV e, in minore entita, con l'infezione da HBV. L'alcool di



per se non € un cancerogeno e la degenerazione neoplastica avviene sempre attraverso la

cirrosi alcolica.

L'esposizione alimentare all'aflatossina B1, contenuta nei funghi Aspergillus flavus ed
Aspergillus parasiticus, € un importante cofattore per lo sviluppo dell’lHCC in alcune aree
dell’Africa e dell’Asia. Queste muffe sono ubiquitarie in natura e contaminano un gran
numero di derrate alimentari nelle regioni tropicali e sub-tropicali. Studi epidemiologici
hanno mostrato una forte correlazione tra lintroduzione dietetica di aflatossina B1,
mutazione di TP53 ed incidenza di epatocarcinoma, specificamente negli individui HBV-
infetti (20).

L'obesita, il diabete e la steatosi sonon stati riconosciuti come cause di carcinoma
epatocellulare, sebbene il meccanismo secondo cui queste sovrapposte condizioni
contribuiscano alla genesi tumorale rimanga vago (21). In studi basati su coorti di
popolazione & stato osservato che I'HCC si sviluppava da 1.2 a 2.0 volte con maggior
probabilita in persone obese piuttosto che non obese (18). Molti studi hanno mostrato
che, in media, & due volte piu probabile che la neoplasia si sviluppi in persone affette da
diabete di tipo 2 che in persone che non hanno il diabete (23). La NAFLD, che & presente
in oltre il 90% delle persone obese ed in oltre il 70% dei soggetti affetti da diabete di tipo
2, e stata proposta come fattore di rischio per I'HCC (24). La cirrosi epatica conseguente
ad una steatoepatite non alcolica pud progredire in HCC come tutte le altre forme di

cirrosi.

Diversi studi, condotti in Giappone e nel Sud Europa, hanno mostrato che il consumo di
caffe & associato ad una riduzione del rischio di epatocarcinoma. Piu recentemente uno
studio americano ha dimostrato che un aumentato consumo di caffe si associava, in modo
dose dipendente, con un piu basso rischio di incidenza di HCC e di mortalita in generale
per malattia cronica di fegato in tutti i gruppi etnici (25). Lo stesso risultato € venuto fuori
da una indagine europea sul consumo di caffé e the (26). Con quale meccanismo il caffe
possa avere effetto protettivo rimane ancora sconosciuto. II consumo di caffé & stato

anche associato con ridotti livelli di insulina e ad un ridotto rischio di diabete di tipo 2 (17).

I pazienti con emocromatosi sviluppano I'HCC in oltre il 45% dei casi, piu spesso su una
pre-esistente cirrosi. Il carcinoma epatocellulare €, anche, ben documentato come

complicazione della cirrosi da deficit di alfa-1-antitripsina. Occasionalmente



I'epatocarcinoma si sviluppa in pazienti affetti dalla malattia di Wilson, ma solo in presenza
di cirrosi (EASL, 2012).

L'evidenza epidemiologica di un legame tra il fumo di sigaretta e la comparsa di HCC e
sempre stata controversa (21), ma prove recenti sostengono che l'abitudine al fumo
costituisca un chiaro cofattore di rischio interagendo negativamente con le concomitanti
infezioni da virus B o C dell’epatite (28). I forti fumatori hanno un rischio piu alto dei non

fumatori ma i dati sono abbastanza eterogenei (29).



Bersagli molecolari e vie di segnalazione alterate nell'HCC

L'epatocarcinogenesi € un processo complesso e multi-step che risulta dalla combinazione
alterazioni genetiche ed epigenetiche ( tab 1). Nelle ultime decadi numerosi sudi sono stati
eseguiti per identificare molecole chiave interessate nello sviluppo e nella progressione

dell’'epatocarcinoma.
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Numerosi studi hanno dimostrato la sostanziale eterogeneita genetica degli HCC e
I'alterazione di molte vie di segnalazione € gia stata descritta nella proliferazione cellulare,
nell’angiogenesi, nell'invasione e nella capacita metastatica del HCC.

Le informazioni attualmente disponibili su una possibile classificazione dell’lHCC su base
molecolare hanno fornito risultati contrastanti e non ancora utilizzabili nella pratica clinica.
II motivo principale € probabilmente la eterogeneita delle caratteristiche molecolari
dell’HCC (tipi diversi in base all’eziologia della malattia di fegato, e non solo).

Nonostante cio, diversi gruppi hanno proposto classificazioni molecolari basate su
differenti profili di espressione genica a livello del tessuto tumorale (o del tessuto del
fegato cirrotico circostante), potenzialmente utili nella predizione del rischio di recidiva
post-resezione epatica, di rapida progressione della malattia o della capacita di dare
metastasi. Lo scenario € ulteriormente complicato dal fatto che negli ultimi anni la
comunita scientifica ha elaborato (ed universalmente accettato) criteri di diagnosi e di
prognosi dell’'HCC esclusivamente basati su dati clinici.

Cid ha comportato la possibilita di accedere al materiale istologico in genere solo
all'interno di protocolli di studio.

Molti studi hanno mostrato l'importante ruolo che il fattore di trascrizione Yin Yang 1 (YY1)
e la Raf-1 Kinase Inhibitor Protein (RKIP) hanno nella biologia neoplastica. YY1 agisce
come attivatore o repressore di molti geni critici e quando up-regolato favorisce differenti
aspetti della tumorigenesi. Il comportamento di YY1 come attivatore o repressore dipende
dal contesto del promotore e dall'interazione con altre proteine regolatorie.

RKIP inibisce differenti chinasi nelle vie delle MAPK e di NF-kB, antagonizzando cosi le loro
attivita oncogene. RKIP € un importante promotore dell'apoptosi farmaco-indotta.

Tra YY1 e RKIP possono esistere influenze reciproche. La sovra-espressione di YY1 puo
direttamente minimizzare la trascrizione di RKIP, che, a sua volta, tramite i suoi effetti su
NF-KB, pu0 inibire la trascrizione di YY1 (31-32).

L'HCC si sviluppa in condizioni di epatite cronica e cirrosi epatica, caratterizzati da
inflammazione cronica del fegato. Durante il processo infiammatorio, la produzione di
specie reattive dell'ossigeno (ROS) possono causare danni a importanti componenti
cellulari, come DNA, RNA e proteine, che possono contribuire alla trasformazione maligna
delle cellule. Sono stati identificati diversi mediatori pro-infiammatori, come le citochine,

la cicloossigenasi-2 (COX-2), e molecole di segnalazione intracellulare tra le quali le chinasi



Raf/MEK/ERK e PI3K/Akt/mTOR, e fattori di trascrizione quali NF- B, che facilitano la
promozione e la progressione tumorale.

E' ampiamente dimostrato che la COX-2 & un importante target molecolare nella terapia
antitumorale. COX-2 & cronicamente iper-espressa in diversi tumori incluso I'HCC (33).

In pazienti con HCC la presenza di una iper-espressione della COX-2 nel fegato cirrotico
circostante i tumori & stata associata ad una ridotta sopravvivenza, ed alla comparsa di
recidive dopo trattamento chirurgico. Il fattore di trascrizione NFk- B & stato ampiamente
dimostrato essere un link tra inflammazione e cancro, ed € costitutivamente attivato in
diversi tipi di tumore, incluso I'HCC. In vari tumori, tra cui I'HCC, si osserva l'attivazione del
pathway PI3K/PTEN/Akt/mTOR, responsabile della sopravvivenza e della proliferazione
cellulare, come conseguenza di mutazioni, inattivazioni o silenziamento di alcune sue
componenti. La deregolazione di questo pathway ha un importante significato clinico
nell'HCC (34).

E' stato dimostrato che il pathway MAPK/IKK e attivato dall'osteopontina (OPN). L'OPN e
una fosfoproteina, coinvolta nella migrazione, delle cellule, nella sopravvivenza cellulare e
nell'immunita. Essa contribuisce allo sviluppo di neoplasie attraverso I'inibizione
dell'apoptosi e l'attivazione di diverse proteasi che degradano la matrice, quali le
metalloproteinasi MMP-2, MMP-9 e [lattivatore del plasminogeno tipo urokinasico,
promuovendo cosi la motilita delle cellule neoplastiche, la crescita del tumore e le
metastasi. L'OPN migliora la motilita cellulare, la chemoinvasione e la crescita tumorale;
induce inoltre la secrezione uPA NFkB-mediata NIK-dipendente e l'attivazione di pro-MMP-
9 uPA-regolata attraverso i pathways di trasduzione del segnale cellulare mediati da
MAPK/IKK. NIK in presenza di OPN induce la fosforilazione di MEK-1/ERK1/2, che attiva a
sua volta cNFkB. OPN stimola la secrezione di uPA IKK/MAPK-mediata NIK-dipendente,
che regola l'attivazione di pro-MMP-9, la motilita cellulare, linvasione e la crescita del
tumore (35).



Proteine oggetto di studio

-Chaperones molecolari

Un ruolo fondamentale ¢ stato attribuito alle chaperones molecolari’ calcio-dipendenti,
una classe funzionale di famiglie proteiche che si associano alle proteine neosintetizzate in
modo da prevenirne l'aggregazione e consentire il loro corretto ripiegamento ( folding) sia
in condizioni fisiologiche che in condizioni patologiche (36). Il reticolo endoplasmatico € la
sede della sintesi, del ripiegamento (“folding") e delle modificazioni post-traduzionali delle
proteine di membrana e secrete (37). Rappresenta un preciso sistema di controllo di
qualita atto ad assicurare che solo le proteine correttamente ripiegate e funzionanti
possano essere rilasciate dall’ER e raggiungere la loro destinazione finale, mentre le
proteine malripiegate o non funzionanti sono trattenute nel ER g, in seguito, traslocate nel
citosol per la degradazione da parte del proteosoma 26S, processo mediato dall‘attivazione
del sistema ER Associated Degradation (ERAD).

L'azione del ER sul folding delle proteine & altamente sensibile a stimoli che inducono
modificazioni dei livelli di energia intracellulari, dello stato redox o della concentrazione del
Ca2+. Tali stimoli sono in grado di modificare la capacita del fo/ding del ER, la quale
risulta nell'accumulo e nell’aggregazione di proteine non ripiegate o mal ripiegate nel lume
del reticolo stesso, una condizione che viene definita come stress del reticolo
endoplasmatico. Tale formazione di aggregati proteici & tossica per le cellule e rappresenta
la base biochimica di numerose condizioni fisiopatologiche associate allo stress del reticolo
endoplasmatico (ER stress) inclusa l'ischemia, le malattie neurodegenerative, il diabete e i
tumori (38).

Allo scopo di combattere gli effetti deleteri associati allo stress del ER, le cellule hanno
evoluto diverse strategie protettive, le quali sono state collettivamente incluse nel
processo denominato Unfolded Protein Response (UPR). Questa complessa risposta
cellulare € mediata dall‘attivazione di tre recettori trans membrana del reticolo (Sensori di
stress) denominati rispettivamente: Pancreatic ER Kinase (PERK), Activating Transcription
Factor 6 (ATF6) e Inositol-Requirng Enzyme 1 (IRE1). In assenza di stress del ER i tre
recettori del ER vengono mantenuti in uno stato inattivo attraverso la loro associazione
con la molecola chaperone, Glucose Regulated Protein 78 (GRP78).Nei processi tumorali,
le cellule tumorali si adattano a stress cronico nel microambiente tumorale inducendo
I'iper espressione di GRP78 / BiP che sembra cosi promuovere la proliferazione cellulare, la

sopravvivenza tumorale la capacita di metasttizzare, e la resistenza ad un'ampia varieta di



terapie. L'iperespressione GRP78 potrebbe servire, pertanto, come biomarcatore per il
comportamento del tumore e la risposta al trattamento.Un altro promettente bersaglio
molecolare € la proteina heat-shock 90 (Hsp90), altro chaperone essenziale per I'attivita di
numerose oncoproteine, come Raf-1, NFB, ERK e Akt. La Hsp90, sembrerebbe risultaltare
iperespressa nei tumori, e in particolare nell'HCC. L"iperespressione della Hsp90 ¢ stata

associata ad una prognosi sfavorevole
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Fattori di crescita

Come gia ampiamente rivisto altrove, diverse vie di segnalazione risultano de-
regolamentate nei processi di epatocarcinogenesi ed influenzano la proliferazione cellulare,
I'angiogenesi, l'invasione, e la capacita metastatica del carcinoma epatocellulare (tabella
1). (39). Tra questi, i percorsi piu frequentemente riportati coinvolgono fattori di crescita,
quali il fattore di crescita insulino-simile (IGF), fattore di crescita epidermico (EGF), fattore
di crescita derivato dalle piastrine (PDGF), il fattore di crescita degli epatociti (HGF), e
fattore di crescita vascolare endoteliale (VEGF).

IGF & essenziale per la regolazione della crescita e sviluppo, ed € stato dimostrato essere
coinvolto nella patogenesi di numerose neoplasie, tra cui HCC. Alterazioni di questo
percorso comprendono perdite alleliche del recettore IGFR2 (80%) e sovraespressione del
IGF2 ligando (16-40%) (40). Inoltre, un blocco selettivo di segnalazione di IGF sembra
aver effetti antitumorali in modelli sperimentali di HCC. (41) Diversi componenti del
pathway HGF / MET sembrano contribuire alla progressione HCC.(42).

La sovra-espressione di VEGF e dei suoi recettori € stata dimostrata in HCC, sottolineando
cosi I'importanza dell'angiogenesi nel processo tumorale e nel carcinoma epatocellulare in
particolare.(43-44). Inoltre, elevati livelli sierici di VEGF sono stati associati con
comportamento cancro aggressivo e prognosi infausta (45).

Crescente interesse Infine, vi & stata in terapia anti-fattore di crescita dei fibroblasti (FGF)
in HCC, sulla base di prove che suggeriscono la importanza di questo sistema sia in HCC
progressione e nella resistenza acquisita anti-VEGF terapia(46). Inoltre, una recente
pubblicazione ha dimostrato che FGF19, che e amplificato e sovraespresso insieme al noto
CCDN1 oncogene (47), agisce come un oncogeno che induce formazione di HCC (48).
Purtroppo, le esperienze iniziali di studi clinici con il Inibitore FGF brivanib come prima e

seconda linea di terapie non hanno dato un miglioramento della sopravvivenza.



Trapianto come terapia radicale del carcinoma epatocellulare

Il trattamento dell’'HCC con una terapia “radicale” come il trapianto consente di ottenere
risultati soddisfacenti nei pazienti con “early HCC” (criteri di Milano). Anche in questo
gruppo di pazienti, pero, il rischio di ricorrenza dell’HCC post-trapianto va dal 7 al 20% a
cinque anni (49).

I risultati sono significativamente inferiori nei pazienti sottoposti a resezione epatica (50%
di ricorrenza a 3 anni).

Esperienze sempre piu consistenti supportano peraltro I'ipotesi che pazienti con HCC in
fase pil avanzata, secondo I'attuale classificazione clinica, presentano una prognosi
estremamente favorevole dopo il trapianto (50) . Ed & proprio su queste esperienze che
alcuni Centri hanno esteso i propri criteri di inclusione al trapianto (criteri “allargati”).
Tali dati testimoniano una non ottimale capacita predittiva, in termini di prognosi, della
attuale classificazione clinico-istologica dell’HCC che si basa su numero e dimensioni delle
lesioni, classe funzionale della cirrosi, eventuale presenza di invasione vascolare, grading
istologico.

Nella selezione dei pazienti affetti da HCC da sottoporre a trapianto di fegato, a tali
parametri, si € ritenuto necessario associare marcatori sierologici, caratteristiche
biologiche e molecolari del tumore che potessero correlare con il rischio di ricorrenza
neoplastica post trapianto.

Tra i marcatori tumorali per HCC il piu comune & I'Alfa-fetoproteina (AFP). Alcuni studi
hanno evidenziato il valore predditivo dei livelli di AFP preoperatori, nel predire il risultato
(51) in termini di ricorenza del tumore, dopo trapianto di fegato eseguito su pazienti con
epatocarcinoma (52-53). Un recente studio condotto da Toso et al. (54), , ha suggerito
che le dimensioni del tumore ed il livello di AFP preoperatorio potevano prevedere il tasso
di sopravvivenza. Acuni hanno inoltre ipotizzato che (55) ha anche indicato che
concentrazioni di AFP in combinazione con criteri di imaging potrebbero essere utilizzati
per prendere decisioni in merito alla trapiantabilita di un paziente. Analogamente, des-
gamma-carbossi protrombina (DCP), anche nota come proteina indotta dalla assenza di
vitamina K o antagonista II (PIVKA-II), € stato usata come un importante marcatore
tumorale per I'HCC, in particolare in Giappone (56-57). Alcuni studi hanno riportato
correlazioni tra i livelli di DCP e reperti istopatologici, come la presenza di invasione
venosa portale (58-59) o I'alto grado di differenziazione HCC (60). Alto Livelli DCP sono



stati considerati come un fattore predittivo di recidiva in pazienti trattati con trattamenti
convenzionali come la resezione chirurgica (61).

Ma nonostante questi marcatori hanno dimostrato essere indicatori utili e affidabili in molti
esperienze cliniche, tuttavia vi & stato alcun accordo sui valori di cut-off da utilizzare come

criteri di esclusione per pazienti ad alto rischio di recidiva di tumore post trapianto.

Obiettivi dello studio:

Identificare mediante lo studio dell’ istologia tradizionale, studi di immunoistochimica per
la valutazione dell’estressione di proteine oggetto di studio (VEGFR, GRP78, HSP90) a
livello del tessuto tumorale di pazienti trapiantati di fegato per HCC, e correlare questi

con.

-Prognosi della malattia

-Eventuale rischio di recidiva dopo trattamenti trapianto.

Pazienti :

Ogni anno nel nostro Centro (Istituto Mediterraneo per i Trapianti e Terapie ad Alta
Specializzazione) vengono valutati per il trapianto di fegato circa 200 pazienti.
Di questi, circa 150 vengono inseriti in lista d'attesa per il trapianto (100-110 per cirrosi,

40-50 per HCC). Ogni anno vengono trapiantati circa 80 pazienti, 30 dei quali per HCC.



In questi anni di lavoro abbiamo reclutato una coorte di paziente (42 pazienti sesso
maschile n= 35 (83%) sesso femminile n =7 (17.7%)) sottoposti a trapianto di fegato
presso il nostro Istituto dal Gennaio 2009 al Luglio 2010, per HCC su cirrosi epatica di
diversa eziologia ( HCV n=32 ( 76%), HBV n=3 (7.1%), alcool n=8 ( 19%), altro n=3
(7.1%). Pazienti con eta media al momento del trapianto di anni 59.2 ( mediana 60.5,

deviazione standard 6.04).
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Tabella 1 Distribuzione in base al sesso
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Tabella 2 Distribuzione in base all’eziologia

Come sistemi di stadiazione della malattia epatica al momento del trapianto sono stati

utilizzati lo Score di Child-Pugh ed il Meld score.



Lo score di Child Pugh che non é un sistema di stadiazione per I'epatocarcinoma, ma un
punteggio che descrive diversi gradi di compromissione della funzionalita epatica nei
pazienti cirrotici (Pugh 1973).

Parametri Chimici e Biochimici Score (punti) per la progressione
dell'anomalia

1 2 3
Encefalopatia assente 1-2 3-4
Ascite assente live moderato
Albumina (g/dL) >3.5 2.8-3.5 <2.8
PT (sec) 1-4 4-6 >6
Bilirubina (mg/dL) 1-2 2-3 >3

Classe A: 5-6 punti; Classe B: 7-9 punti; Classe C: 10-15 punti

La maggior parte dei pazienti del nostro studio presentavano una malattia di fegato in
buona fase di compenso ( paziente in Classe A di Child-Pugh n=22 (52.4%), Classe B n=
16 ( 38.1%), Classe C n=4 ( 4.5%)
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Tabella 3 distribuzione in base allo score Child-Pugh



Il nostro Centro utilizza come indicatore di severita clinica a breve termine (per la stima di
morte a 3 mesi) e come strumento evidence—based per 'allocazione degli organi per tutti i
potenziali candidati al trapianto di fegato il Meld score (Modello per End-Stage Liver
Disease).

Questo punteggio € ora utilizzato dalla rete United for Organ Sharing (UNOS) e
Eurotransplant per stabilire in pratica una priorita per I'assegnazione dei trapianti di
fegato.

Come noto, il punteggio MELD considera solo 3 variabili oggettive:

-INR, bilirubina, creatinina.

Si calcola applicando la seguente formula:

R = (0.957 x Loge [creatinina mg/dL] + 0.378 x Loge [bilirubina totale mg/dL]
+ 1.120 x Loge [PT INR] +0.643) x10, arrotondato all’'unita

La rete United for Organ Sharing (UNOS) ha fatto le seguenti modifiche:

-se il paziente & stato dializzato per due volte negli ultimi 7 giorni.

Per quanto riguarda il punteggio da attribuire ai pazienti con epatocarcinoma i criteri
adottati nel nostro Centro, seguono l|'attuale raccomandazione dal Centro Nazionale

Trapianti italiano e dellUNOS che prevedono:

- Ai pazienti inseriti in lista per HCC con singolo HCC 2-5 cm o 2-3 lesioni di HCC con
diametro massimo di 3 cm, viene attribuito un punteggio fisso di 22 punti, incrementato di

un valore pari al 10% di rischio (circa 3 punti) ogni tre mesi.

-Non vengono invece attribuiti punti agli HCC con lesione singola (<2 cm) in quanto il
rischio di morte o drop-out a breve termine legato al tumore viene considerato

trascurabile.

L'analisi dei nostri dati ha mostrato che i pazienti valutati presentavano un valore medio
del Meld score al momento del trapianto di 22.23 ( mediana 22, deviazione standard
1.265).



Dei pazienti reclutati sono stati valutati il numero delle lesioni epatiche compatibili con
epatocarcinoma, la sede, le dimensioni massime del tumore, la presenza o |'assenza dei
invasione angiolinfatica, I'esecuzione di precedenti terapia loco regionali, l'istotipo
tumorale e la recidiva tumorale. Dall’analisi dei dati istologici si € evinto che 15 pazienti (
35.7%) presentavano una lesione singola, 10 pazienti (23.8%) due lesioni, 5 pazienti

(11.9%) 3 lesioni e 12 pazienti ( 28.6%) piu di tre lesioni.
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Tabella 4 distribuzione in base al numero di lesioni

La media delle dimensioni massime delle lesioni tumorali & stata di 27.40 mm ( mediana

25, deviazione standard 11.43).

tumor size lesione

Mean 27,40476
Median 25
Standard Deviation 11,43179
Range 54
Minimum 2
Maximum 56
Count 42

L'invasione vascolare microangiolingativa € stata osservata in 23 dei 42 pazienti analizzati

( 45.2%)
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Tabella 5 distribuzione in base alla presenza o assenza di invasione microangiolinfatica

La quasi totalita della nostra coorte € stata sottoposta a precedenti terapie loco regionali(
TAE/TACE) 37/42 pazienti (88.1%).
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Tabella 6 distribuzione in base all’esecuzione di precedenti terapie locoregioali



Tra i parametri valutati & stato analizzato il grading istologico.

II sistema raccomandato per la per la classificazione del grading istologico e da noi
utilizzato & stato lo schema di Edmonson e Steiner (62), che utilizza quattro gradi di

differenziazione del carcinoma epatocellulare:

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

G4: indifferenziato

10 /42 pazienti ( 23%) presentavano un HCC con moderatamente differenziato, 8 pazienti
(19%) un tumore ben differenziato, 8 pazienti (19%) da ben a scarsamente differenziato.
7 pazienti indicati con il punteggio zero (0), presentavano un tumore completamente

necrotico per il quale non é stato possibile valutare il grading istologico.
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Tabella 7 distribuzione in base al grading istologico

In 9/ 42 ( 21.43%) pazienti si € assistito a recidiva tumorale post trapianto

Recidiva HCC

Recidiva |
HCC| Freq. Percent Cum.

NoRec| 33  78.57 78.57
Rec | 9 21.43 100.00
Total | 42 100.00

In realta un sistema sistema ideale di stadiazione per una data neoplasia deve fornire
dati riguardanti la storia naturale del tumore (crescita tumorale locale, diffusione
linfonodale regionale e metastasi) e dati relativi alla rilevanza prognostica che possa
influire sul processo decisionale nell'ambito del trattamento di un gruppo di pazienti con le
medesime caratteristiche.

Nel caso dell'epatocarcinoma, il sistema ufficiale di classificazione é il TNM della AJCC, che
descrive accuratamente il carico tumorale (considerando invasione vascolare, numero di
noduli neoplastici, dimensioni del tumore), ma non fornisce alcuna informazione circa la

funzione epatica.



In questi casi, altri sistemi di stadiazione (lo score di Child-Pugh, la classificazione di
Okuda, del Cancer of the Liver Italian Program Investigators [CLIP], del Barcelona-Clinic
Liver Cancer [BCLC] or la il Sistema di Stadiazione Semplificato per I'epatocarcinoma)
possono costituire uno strumento piu utile ( Vauthey 2002).

Tuttavia, ad oggqi, la classificazione TNM deve essere considerata |'opzione standard per la

stadiazione di questo tumore , con un livello di evidenza di tipo C.

Di seguito viene riportata la classificazione TNM secondo l'ultima versione del Cancer
Staging Manual dell'lUICC/AJCC (UICC 2002) e da noi utilizzata.

Tumore primitivo (T)

TX tumore primitivo non definibile

TO Tumore primitivo non evidenziabile

T1 Tumore unico senza invasione vascolare

T2 Tumore unico con invasione vascolare o tumori multipli nessuno superiore a 5 cm nella
sua dimensione massima

T3 Tumori multipli superiori a 5 cm nella dimensione massima o tumore con
interessamento di un ramo principale della vena porta o delle vene epatiche

T4 Tumore(i) con invasione diretta di organi adiacenti diversi dalla colecisti o tumore(i)
che perfora il peritoneo viscerale

Linfonodi regionali (N)

NX Linfonodi regionali non valutabili

NO Linfonodi regionali liberi da metastasi
N1 Metastasi nei linfonodi regionali

Metastasi a distanza (M)

MX Metastasi a distanza non accertabili
MO Metastasi a distanza assenti

M1 Metastasi a distanza presenti



Nessuno dei nostri pazienti secondo la Classificazione TNM presentava metastasi a
distanza ( tale dato rappresenta infatti un criterio di esclusione durante la valutazione per
I'inserimento in listo per il trapainto). Nessuno presentava invasione tumorale linfonodale.
La maggior parte della nostra popolazione (n= 32 ( 76.2%) apparteneva alla classe T2 del
sistema TNX, 3 pazienti ( 7.1%) alla classe T1 solo 1 paziente (2.4%) alla classe T3 ed i6
pazienti ( 14.3%) alla classe Tx nei quali il tumore primitivo non & definibile.
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Tabella 8 distribuzione in base al la classificazione TNX

Altra classificazione utilizzata nel nostro studio € la classificazione BCLC (Barcelona-Clinic

Liver Cancer).



Si tratta di una classificazione che combina diversi parametri, raccolti retrospettivamente,

quali fattori tumorali (dimensione, nodularita), funzionalita epatica e modalita di

trattamento. E' un sistema di stadiazione utile per selezionare le opzioni terapeutiche, in

particolare per i pazienti con epatocarcinoma in stadio precoce (Stadio A). Il limite

principale della classificazione BCLC risiede nella mancanza di validazione esterna ( Llovet

1999a; Llovet 2002).

Stadio

Stage A: iniziale

Al

A2

A3

A4
Stadio B: intermedio HCC

Stadio C: avanzato

Stage D: terminale

Performance
status

1-2

3-4

Stadio tumorale

Tumore singolo, < 5 cm

Tumore singolo, < 5 cm

Tumore singolo, < 5 cm

3 tumori < 3 cm
Esteso multinodulare

Invasione vascolare o
diffusione extraepatica

Tutti

Funzionalita epatica

Assenza di ipertensione
portale e bilirubina
normale

Presenza di ipertensione
portale e bilirubina
normale

Presenza di ipertensione
portale e bilirubina
elevata

Classe di Child-Pugh A-B
Classe di Child-Pugh A-B

Classe di Child-Pugh A-

Child C



Stadio iniziale

Stage Al: Tumori singoli e assenza di ipertensione portale importante e bilirubina normale.
Stage A2: Tumori singoli associati a ipertensione portale importante e bilirubina normale.
Stage A3: Tumori singoli con ipertensione portale importante e valori di bilirubina alterati.
Stage A4: Tre tumori di dimensione inferiore a 3 cm a prescindere dalla funzionalita
epatica.

Stadio intermedio
Stadio B: pazienti asintomatici con tumori multinodulari, in assenza di invasione vascolare
e diffusione extraepatica.

Stadio avanzato (minimo un criterio)
Stadio C: pazienti sintomatici (Performance Status 1-2) e/o con modalita di crescita
invasiva riflessa da invasione vascolare e diffisione extraepatica.

Stadio terminale (minimo un criterio)

Stadio D: pazienti con severi sintomi correlati alla neoplasia (Performance Status 3-4) o
con tumori originati in pazienti affetti da severa cirrosi scompensata (Stadio di Okuda III o
Score di Child Pugh).

Materiali e metodi

Il materiale biologico & stato prelevato previo consenso informato (area tumorale ed area
non tumorale circostante, fegato sano, biopsie da noduli epatici etc ).

Sono stati analizzati prelievi su un nodulo di HCC e prelievo di tessuto cirrotico circostante
Il tessuto € stato fissato in formalina 10% e impregnato in paraffina secondo le tecniche di
routine. Le sezioni di tessuto dello spessore di 3 pum sono state sottoposte a colorazione
immunoistochimica con metodo indiretto, in automatico, con I'immunocolotatore Bechmark
Ultra (Roche-Ventana).



Il tessuto € stato incubato per 30 minuti, in presenza del tampone commerciale Ultra CC1
( Roche-Ventana) a 95°C, per permettere il recupero antigenico. Sono stati utilizzati gli
anticorpi monoclonali BiP clone C50B12 ( 1:100, Rabbit mAb,Cell Signaling) , HSP90 clone
C45G5 (1:100, Rabbit mAb,Cell Signaling) e VEGF Rececptor 2 clone 55B11 (1:100 Rabbit
mADb, Cell Signaling) sia sui casi di HCC che su delle sezioni di tessuto cirrotico.

E stato utilizzato il sitema di blocco dei siti aspecifici di legame per la biotina utilizzando il
kit Endogenous biotin blocking (Roche —Ventana) ed ¢ stato utilizzato il kit /VZEW DAB (
Roche-Ventana) come sistema di rivelazione del legame antigene-anticorpo. Tutte le
sezioni sono state controcolorate con I’ ematossilina ed € stata valutata valutata
I'espressione di entrambe le proteine in base alla loro intensita e distribuzione come

focale e diffuso 1+, 2+ ed a questa ¢ stata attribuita uno score numerico da 1 a 4.

Focale | Diffuso
1+ 1 2
2+ 3 4
Tabella 9

Eseguite inoltre colorazioni anche per VEGF, I'espressione di tali proteine € stata valutata

come presenza O assenza.



Foto 1 BIP (20X) positivita 1 focale HCC

Foto 2 HSP90 (20x) positivita 1 diffusa HCC



Foto 3 : BIP (20x) positivita 2+ focale, HCC

Foto 4: HSP90 (20x) positivita 2+ diffusa, HCC






Risultati

Abbiamo valutato I'espressione delle molecole in studio, singolarmente, mediante I'analisi
con il test del Wilcoxon, che ha rilevato dei valori significativamente piu alti di espressione

per BIP , HSP90, VEGF nel tessuto tumorale rispetto al tessuto non tumorale circostante.

nt TT z= P<

n=42 n=42

BIP 2 3 3,2 0.001
(1-3) (2-3)

HSP90 2 4 3,6 0.0001
(2-4) (3-4)

VEGF 1 1 3,3 0.001
(1-2) (1-3)

Tabella 10: Mediana e range interquartile dei parametri in studio suddivisi in base alla presenza in tessuto non
tumorale (Tnt) o HCC (TT)

Abbiamo cercato di studiare la correlazione tra I'espressione di tali molecole e attraverso
una regressione logistica multipla, e la presenza di microinvasivita.

Come si evince dalla tabella 11 la presenza di VEGF nei tessuti tumorali correla in maniera
positiva con l'invasivita mentre L'epressione di BIP, dosato sul tessuto non tumorale

correla in manera inversa con l'invasivita.

OR IC P<
BIP TnT 0.52 0.28-0.96 0.04
VEGFTT 1.2 1.05-4.7 0.03

Tabella 11 Regressione logistica multipla dei parametri istologici in relazione alla presenza di microinvasivita

Infine ad una analisi univariata e multivariata dei vari parametri in studio,
abbiamo trovato dati statisticamente significativi, di correlazione con possibile recidiva
tumorale post trapianto, solo con dati clinici quali Il MELD Score e la presenza istologica di

invasivita angiolinfatica.




12 HR (IC95 %)  P< HR P<

Eta 0.95 (0.82-1.05) ns -
MELD 1.4 (1.07-1.95) 0,02 1.3 (1,002-67,3) 00.05.00
BCLC 1.8 (0.93-0.45) Ns (0.06) -
BCLC ist 1.1 (0.6-2) ns -
Prec terapie 0.9 (0.1-7) ns -
AFP pre OLT 1(1-1.01) 0,04 -
BIP Tnt 1.1 (0.6-2) ns -
BIP TT 1.5 (0.66-3.5) ns -
HSP90 Tnt 0.86 (0.5-1.5) ns -
HSP90 TT 0.65(0.32-1.3) ns -
VEGF Tnt 2.1(0.87-5.3) ns (0,09) -
VEGF TT 1.1 (0.56-2.1) ns -
Invasiv angiolinf 9.0 (1.1-72.9) 0,04 8.2 (1.002-67.3) 00.05.00

Tabella 12:i valori di Hazard ratio all'univariata ed alla multivariata secondo il modello di Cox



Conclusioni e prospettive future

Come gia precedentemente descritto, I'epatocarcinogenesi € un processo complesso e
multi-step risultante da una combinazione di alterazioni epigenetiche e genetiche che
influenzano diverse vie di segnale che riguardano la proliferazione cellulare, I'angiogenesi,
I'invasione metastatica. Nel pazienti trapianti ,inoltre, vbiosgna considerare:
Caratteristiche del graft

Eziopatogenesi della malattia del ricevente

Influenza della terapia immunosoppressiva nella carcinogenesi

Nel nostro studio abbiamo confermato I'importante ruolo svolto da VEGF, Bip/GRP78
nell’epatocarcinonogenesi ed in particolare il ruolo di VEGF nei processi di angiogenesi
neoplastica, tuttavia solo marcatori gia noti come il Meld score e l'invasione microvascolare
furono associati a ricorrenza di carcinoma epotocellulare post trapianto.
Gli obiettivi futuri saranno quelli di:

« Aumentare la casistica ed il numero di molecole oggetto di studio

» Studiare profili molecolari basati sulla espressione di RNA, micro-RNA e proteine a

livello del tessuto tumorale (ed eventualmente, successivamente nel sangue

periferico).
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